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OZET

Zeytin yapragi ve yaginda bulunan baslica fenolik bilesik olan oleuropein, antioksidan,
anti-inflamatuvar ve anti-aterojenik etkiler sergiler ve adiposit farklilasmasini in vitro
baskilar. Bu ¢alismada, oleuropeinin 3T3-L1 pre-adiposit ve RAW264.7 makrofaj hiicre
serilerinde CD 36 gen ekspresyonu iizerine etkisi RT-PCR ile incelenmistir.

Oleuropeinin (0-200 uM) in vitro ¢ogalan preadipositlerin canliligini azalttigini ve
farklilasmanin indiiklenmesinden sonra konfliient hiicrelerde herhangi bir sitotoksik
etkisinin olmadi gozlemlendi. Oleuropeinin (0-200 pM) adiposit farklilasmasini,
peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor y (PPARY), CCAAT- / arttirici baglayici
protein a (C/EBPa) ve CD 36 ekspresyonunu baskilayarak ortaya koydugu kanaatine varildi.
Ayni sekilde 48 saat siireyle oleuropeinle muamele edilen RAW264.7 hiicrelerinde
oleuropeinin (0-100 uM) herhangi bir sitotoksik etki gostermedigini gézlemlendi.
Oleuropeinin  (0-100 pM) anti-atherojenik etkisini PPARy, C/EBPa ve CD 36
ekspresyonunu baskilayarak ortaya koydugu kanaatine varildi.

Verilerimiz, oleuropeinin hem 3T3-L1 hem de RAW264.7 hiicrelerinde PPARYy,
C/EBPa ve CD 36 transkripsiyonel aktivitesini dogrudan inhibe ettigini gostermektedir.
Boylece, oleuropeinin anti-adipogenik ve anti-atherojenik etki gosterebilecegi kanaatine

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, okside LDL, Oleuropein, 3T3-L1, Makrofaj, CD36, RT-PCR



ABSTRACT

Oleuropein, the main phenolic compound in olive leaf and oil, exhibits antioxidant,

anti-inflammatory and anti-atherogenic effects and suppresses adipocyte differentiation in
vitro. In this study, the effect of oleuropein on CD 36 gene expression in 3T3-L1 pre-
adipocyte and RAW264.7 macrophage cell lines was investigated by RT-PCR.
It was observed that oleuropein (0-200 uM) reduced the viability of preadipocytes
proliferating in vitro and had no cytotoxic effect in confluent cells after induction of
differentiation. It was concluded that oleuropein (0-200 uM) induced adipocyte
differentiation by suppressing peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY),
CCAAT- / enhancer binding protein a (C / EBPa) and CD 36 expression. Similarly, it was
observed that oleuropein (0-100 uM) did not show any cytotoxic effect in RAW264.7 cells
treated with oleuropein for 48 hours. It was concluded that oleuropein (0-100 uM) exhibited
its anti-atherogenic effect by suppressing PPARy, C / EBPa and CD 36 expression.

Our data show that oleuropein directly inhibits PPARy, C / EBPa and CD 36
transcriptional activity in both 3T3-L1 and RAW264.7 cells. Thus, it has been concluded
that oleuropein may have anti-adipogenic and anti-atherogenic effects.

Keywords: Obesity, oxidized LDL, Oleuropein, 3T3-L1, Macrophage, CD36, RT-PCR
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1. GIRIS

Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan
kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin artmasi ile karakterize, hem genetik hem de ¢evresel
faktorlerden etkilenen bir hastaliktir (1). Obezitenin diyabet, iireme ve gastrointestinal sistem
bozukluklari, hipertansiyon, artrit, uyku apnesi, kalp damar hastaliklar1 ve kanser gibi

patolojiler i¢in risk faktorii oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir (2).

Oleuropein sekoiridoidler sinifina ait dogal fenolik bir bilesiktir ve zeytin yapraklarinda,
islenmemis zeytinde ve Akdeniz diyetinde bulunan cesitli zeytin {liriinlerinde bol bulunmaktadir
(3). Oleuropein antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, antiobezite ve kalp damar

hastaliklarina karsi koruyucu rollere sahip oldugu bildirilmistir (4).

Smif B ¢Opcii reseptdr ailesinin bir {iyesi olan cluster of differentiation 36 (CD36),
omurgalt hayvanlarda bir¢ok hiicrenin ylizeyinde bulunan bir transmembran glikoproteinidir.
CD36’nin; monositlerde, makrofajlarda, plateletlerde, kapiller endotel hiicrelerinde ve
adipositlerde okside LDL’nin ve uzun zincirli yag asitlerinin alinmasinda gorev aldig

gosterilmistir (5).

Perokizom proliferator aktive reseptdr gama (PPARY) tip II niikleer reseptor ailesinin bir
iiyesi olup, adiposit farklilagmasi, lipid metabolizmasi ve glukoz homeostazinda yer alan ¢ok
sayida hedef genin ekspresyonunun regiilasyonuna katilmaktadir. Ayrica, CD36 gen

ekspresyonunun da énemli bir diizenleyicisidir (6).

CCAAT/enhancer baglayici proteinler (C/EBP) C terminallerinde dimerizasyon ve DNA
baglanma bolgesi bulunduran iyi korunmus bir temel l6sin fermuar (bZIP) yapisi iceren
transkripsiyon faktorleri ailesine aittir. C/EBPa hem adipogenez hem de normal adiposit
farklilagmast icin gereklidir. Cesitli fibroblast hiicre dizilerinde C/EBPo’nin ektopik
ekspresyonu adipogenezi saglamaktadir. Ayrica, C/EBPa; PPARYy ekspresyonuna sebep olarak

adipogenezi uyarmaktadir (7).

Yapilan birgok ¢alismada oleuropeinin, 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin olgun adiposit
hiicrelerine farklilasmasini inhibe ettigi, C/EBPa, PPARY ve yag asidi sentazin ekspresyonunu

baskiladigi bulunmustur (8,9).



Oleuropeinin 3T3-L1 preadiposit hiicrelerde adiposit farklilagsmasi {lizerine etkisinin bazi
gen seviyelerinde degerlendirildigi fakat bu etkinin makrofajlarla olan iliskisinin ortaya
konulmadigr goriilmektedir. Bu ¢aligsma ile oleuropeinin 3T3-L1 hiicrelerinde anti-adipogenik
ve makrofaj hiicre serisinde anti-atherojenik etkilerinin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin CD 36 ile olan iliskisinin RT-PCR ile arastirilmas1 amag¢lanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Obezite

Hem genetik hem de g¢evresel faktorleri iceren ¢ok sayida nedeni olan karmagik bir
hastalik olan obezite, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir saglik
sorunudur. Hiicre biyolojik seviyesinde obezite, yag dokusunda adipositlerin sayisinda ve
biiyiikliigiinde bir artis ile karakterize edilir ve tip II diyabetes mellitus, kardiyovaskiiler
hastalik ve hiperlipideminin gelismesine yol agar (1). Obezite, viicut agirliginin (kg), boy
uzunlugunun karesine (m?) oranryla tanimlanir ve bu deger beden Kitle indeksi (BKI) olarak
adlandiriimaktadir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) obezite tanisinda erkekler icin BKI>30,
kadinlar i¢in BK1>28.6 olarak kullaniimasin1 5nermektedir ve BKI 25 kg/m2 iizeri olan bireyler
asir1 kilolu, 30 kg/m2°’nin iizerinde olan bireyler ise obez olarak standardize edilmistir (10).
Obezitenin diyabet, lireme bozukluklari, gastrointestinal sistem bozukluklari, hipertansiyon,
artrit, uyku apnesi, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi patolojiler i¢in risk faktorii oldugu bilimsel
olarak kanitlanmigtir (2). Obezite sikligi hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde her
gecen yil artis gostermektedir. Obezitenin diinya c¢apinda yayginligr ise 1980-2014 yillari
arasinda iki kattan fazla artmistir (10). Son yirmi yilda obezitenin yayginlig: yetiskinlerde iki

katina; ¢cocuklarda ise ii¢ katina ¢ikmistir (2).

Simdiye kadar ¢esitli antiobezite mekanizmalar1 Onerilmistir: enerji ve gida aliminin
azaltilmasi, preadiposit proliferasyonunun ve farklilagmasinin azaltilmasi ve artmis lipoliz ve
yag oksidasyonu. Obezite ile ilgili gilincel caligmalar, yag dokularindaki adipositlerin
cogalmasim1 ve farklilagmasini baskilama yetenegine sahip gida bilesenlerini kesfetmeye

odaklanmaktadir (11).
2.2. Yag Dokusu

Yag dokusu, etrafi kan damarlari, immiin hiicreler, kollajen lifleri ve fibroblastlar ile
cevrili gevsek bag dokusudur. Yag dokusu adiposit hiicrelerinden olugsmaktadir. Adipositler yag
dokusunda ya tek basma ya da kiigiik gruplar halinde bulunabilirler. insanlarda yag dokusu
farklh fonksiyonlaria gore beyaz (unilokiiler) ve kahverengi (multilokiiler) yag dokusu olmak
iizere ikiye ayrilir. Beyaz yag dokusu tek ve biiyiik bir lipid damlasi i¢eren tek damlacikli hiicre
tipinden olugmaktadir (12,13). Lipid damlaciklar1 kolesterol, fosfolipid, yag asitleri,
triacilgliserol (TAG) ve notral yaglarin karisimini igerir. Yaklagik olarak depolanan toplam

lipid igeriginin % 95’1 genelde palmitik asit ve oleik asitten olusan TAG’dir. Geriye kalan ise
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diagilgliserol, fosfolipit, esterlesmemis yag asidi ve kolesterolii olusturmaktadir (14). Lipid
damlacig1 herhangi bir hiicre i¢i organel igermemektedir. Kahverengi yag dokusu ise ¢ok
damlacikli hiicrelerden olugsmaktadir. Beyaz ve kahverengi yag dokusu icerdikleri damar ve
mitokondri miktarindan dolay:1 renklerinde farklilik gézlenmektedir. Ayrica, kahverengi yag
dokusu zengin bir damar agia sahiptir (13). Beyaz yag dokusu enerjinin TAG seklinde
depolandig1 yerdir. Enerji deposu olmasinin yani sira viicutta baska gorevleri de vardir.
Ozellikle deri alt1 yag dokusu viicut yiizeyinin sekillenmesinde rol oynar. Is1 gegirgenligi az
oldugu i¢in viicudun 1s1 yalittmin1 ve dokular arasindaki bosluklar1 doldurarak bazi organlarin
yerinin korunmasini saglar. Kahverengi yag dokusu ise enerji tiiketiminde Ozellesmistir ve

insanlarda 6zellikle yeni doganlarda 1s1 dengesinin diizenlenmesinde etkilidir (12, 15).

Yag dokusu anatomik yerlesimlerine gére subkutan ve visseral yag dokusu olarak
smiflandirilmaktadir. insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik % 80’i yiizeysel ve derin
subkutan yag dokusudur. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karin, femoral ve meme
bolgesinde bulunur. Yag dokusunun yaklasik % 20’si visseral yag olarak mide, bagirsak,
pankreas, aort, kalp, bobrek ve i¢ lireme organlari ¢evresinde bulunmaktadir. Ayrica kas iginde
ve ¢evresinde az miktarda bulunan yag dokusu da visseral yag dokusuna dahil edilmektedir

(14).

Yag dokusu bir endokrin doku gibi davranarak enerji dengesinin ayarlanmasinda,
noroendokrin ve immun fonksiyonlarin diizenlenmesinde aktif rol alan proteinleri salgilar.
Adipoz doku adipokinler olarak adlandirilan biyoaktif peptidlerin sentezlendigi ve salgilandigi
yerdir. Adipoz doku, enerji metabolizmasini diizenleyen fizyolojik ve patolojik siireglerin bir
kisminda aktif rol oynamaktadir. Ayrica yag dokusu enerji metabolizmasi, immiin sistem ve
lireme sistemi lizerine etkisi olan faktorleri de salgilar. Bu salgi maddelerinin bazilari, leptin,
adiponektin, rezistin, interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), interlokin-10 (IL-10) ve tiimor
nekroz faktorii alfa (TNF-a))’dir. Bu faktorlerin dolasima gegisi hormonal sinyallerle kontrol
edilir. Yag hiicrelerinin fonksiyonu disaridan gelen insiilin, adrenalin, noradrenalin ve kortizon
gibi hormonlar ve sitokinler aracilif1 ile endokrin, parakrin ve otokrin sinyaller aracilifiyla
diizenlenir. Yag hiicresi membraninda ve sitoplazmasinda farkli hormon ve sitokinlere ait
reseptorler bulunur. Yag hiicresi membraninda bulunan reseptdrler; leptin, instilin, tiroid uyarici
hormon, anjiyotensin Il gibi hormon sitokin reseptorleri, al, a2, Bl ve B2 reseptor gibi
adrenerjik reseptorleri, lipoprotein reseptorleri (cok diisiik yogunluklu lipoprotein, diisiik
yogunluklu lipoprotein, yliksek yogunluklu lipoprotein gibi), okside LDL ¢Opg¢ii reseptorii

(CD36 gibi) ve sitoplazmada bulunan niikleer reseptorleridir. Bu reseptérlerin uyarilmasi ile



olusan sinyaller, hiicre fonksiyonlarin1 uyararak veya inhibe ederek diizenlerler (16). Bu
nedenle adipositler obezite, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel terapdtik

hedef olarak gosterilmektedir (17).

2.3. CD36 Reseptorii

CD36, molekiiler agirligi 88 kDa olan, birgok hiicre yiizeyinde bulunan ve monositler,
makrofajlar, trombositler, mikrovaskiiler endotelyal hiicreler, adipositler, bobrek ve kalp
miyositlerindeki epitelyal hiicrelerden eksprese edilen bir transmembran glikoproteindir.
CD36, temizleyici reseptorii B1 ve lizozomal integral membran proteini 2'yi igeren B sinifi
temizleyici reseptor ailesine aittir (18). CD36, trombospondin-1, okside fosfolipidler (oxPL),
okside diisiikk yogunluklu lipoprotein (oksLDL), heksarelin, fibriler AR amiloid peptitleri ve
uzun zincirli yag asitleri gibi bir¢ok farkli ligantlar1 baglar (19).

Endemann ve arkadaslari, CD36 aktarilmis insan epiteliyal bobrek hiicreleri ile yaptiklar
caligmalarda, CD36’ nin 6zgiil olarak okside LDL baglama kapasitesini ilk defa ortaya koyarak
CD36’ nin bir okside lipoprotein reseptorii oldugunu gostermislerdir (20). CD36 aracilifiyla
makrofajlar tarafindan okside LDL nin alinmasi, insanlarda ateroskleroza yol acan kopiik hiicre

farklilasmasinin baglangici ve gelisiminin 6nemli bir basamagidir.

2.4. Peroksizom Proliferator Aktive Reseptor v (PPARY)

PPARy, pre-adiposit farklilagmasinda, adipositlerde lipogenezi olusturma, insiilin
direncini arttirma ve inflamatuvar cevabin baskilanmasinda 6nemli rollere sahiptir. PPARYy
adipoz hiicre farklilagmasi, glukoz homeostazi ile lipid depolanmasinda gorev alir ve bu
olaylarla ilgili bir¢ok genin transkripsiyonunu kontrol eder. Ayrica bu reseptdr insiilin
duyarlilig1 ve lipoprotein metabolizmasina da katilabilir. PPARy’1n hedef genleri arasinda agil-
CoA oksidaz, agil-CoA sentaz, adiposit tip yag asidi tasiyict protein, fosfoenol piruvat
karboksikinaz, malik enzim, CD36, C/EBPa, leptin, resistin, lipoprotein lipaz ve adiponektin
gosterilebilir (21,22).



2.5. CCAAT/Enhancer Baglayan Protein o (C/EBPa)

C/EBPa adipoz doku, karaciger, bagirsak, akciger, adrenal bez, periferal kan
mononiikleer hiicreleri ve plasentada yliksek diizeyde sentez edilmektedir. C/EBPa’nin daha
cok farklilagma siirecinde rol aldigi, proliferasyon siirecini inhibe ettigi diistiniilmektedir.
C/EBPa, farklilagsmasini tamamlamis adipositlerde yiiksek diizeylerde eksprese edilmekte ve
proliferasyon sirasinda ekspresyonu azalmaktadir. C/EBPa’nin  ekspresyonu olgun
hepatositlerde fazla iken karaciger rejenerasyonu sirasinda azalmaktadir. C/EBPo hem
adipogenez hem de normal adiposit farklilagsmasi i¢in gereklidir. Cesitli fibroblast hiicre
dizilerinde C/EBPo’nin ektopik ekspresyonu adipogenezi saglar. Ayrica, C/EBPa PPARYy

ekspresyonuna sebep olarak adipogenezi saglamaktadir (23).
2.6 Oleuropein ve Fonksiyonlari

Ikincil bitki iiriinleri olan fenolik bilesikler, insan diyetinin bir parcas1 olarak diizenli olarak
tiketilir ve bazi hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir role sahiptirler. Akdeniz diyetiyle
beslenen kisilerin kardiyovaskiiler hastalik ve kanserlerden 6lme oranlarinlarin daha diisiik
oldugu bildirilmistir. Zeytin agaci {iirlinlerinin, yiiksek fenolik icerikleri nedeniyle saglikli
Akdeniz diyeti bilesenlerinin ana kaynagi oldugu bilinmektedir. Zeytinyagi ve yapraklarindaki
fenolik bilesikler, hidroksitirozol, tirozol, hidroksitirozol asetat ve diger benzoik ve sinnamik
asit tiirevlerini igeren sekoiridoid tiirevlerinin kompleks bir karigimidir (24). Oleuropein,
zeytinyagr ve yapraklarindaki baglica fenolik bilesik gibi goriinmektedir (Sekil 1).
Konsantrasyonu ¢esit ve iklime gore degisir ve zeytin yapraginda yagdan birka¢ kat daha

fazladir (25).
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Oleuropein Hydroxytyrosol

Sekil 1. Oleuropeinin ve hidroksitirozoliin kimyasal yapist (Drira’dan, 24)



Zeytinyagindan elde edilen fenolik bilesiklerin biyolojik olarak olduk¢a kullanilabilir oldugu
gosterilmistir. Oleuropein oral alimdan sonra hizlica absorbe edilir ve 2 saat sonar maksimum
plazma konsantrasyonuna ulasir. Idrara temel olarak glukuronidler olarak ve ¢ok az bir kismi
da serbest olarak atilir (26,27). Oleuropein antioksidan, antimikrobiyal, antikanser, antiobezite
ve kalp damar hastaliklarina karsi koruyucu rollere sahiptir. Yapilan bir ¢alismada oleuropeinin
nitrik oksitleri siipiirme yeteneginin oldugu ve in vitro indiiklenebilir nitrik oksit Sentaz
ekspresyonunda artisa neden oldugu bildirilmistir (28). Han ve ark. oleuropeinin doza bagl
olarak, losemi, melanom ve meme kanseri hiicreleri gibi ¢esitli kanser hiicresi serilerinin
proliferasyonunu ve gociinii inhibe ettigini gostermislerdir (29). Ayrica oleuropeinin hem gram
negatif hem de gram pozitif ve ayn1 zamanda mikoplazmaya kars1 antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir (30). Park ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, yiiksek yagl diyetle
indiiklenmis hepatik steatoza karsi oleuropeinin koruyucu bir etkisinin oldugunu bunu da
farelerin karacigerinde lipogenez ve fibrozis ile iliskili hepatik genlerin ekspresyonlarinit 6nemli

derecede azaltarak yaptigini gostermislerdir (31).

Oleuropeinin adipoz doku iizerine etkisi konusunda yapilan ¢alismalara bakildiginda birkag
caligma dikkat ¢ekmektedir. Hadrich ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada lipogenik genlerle iliskili
proteinlerin ekspresyonlar1 iizerine oleuropeinin etkisini incelemisler ve sonuglar oleuropein
uygulamasinin PPARy, SREBP-1c ve FAS’1 anlamli derecede inhibe ettigini gostermistir. Buna
ilaveten, oleuropeinin epididimal adipoz dokuda AMP ile aktive protein kinaz (AMPK)’1n
yiiksek kolesterollii diyetle indiiklii inhibisyonunu uyardigi da bulunmustur. Bu sonuglar,
oleuropeinin yiiksek kolesterollii diyetle beslenen ratlarda antiobezite etkilerini AMPK
ekspresyonunu aktive, PPARy ekspresyonunu baskilayarak gostermistir. Bu veriler obeziteyi
onlemede oleuropeinin 6nemli etkilere sahip oldugunu gostermistir (32). Diger bir ¢alismada
oleuropeinin AMPK ’nin fosforilasyonu yolu ile yag asidi sentezinin kontrol enzimi olan asetil
KoA karboksilazi %38 oraninda inhibe ettigi bulunmustur (33). Svobodova ve ark. oleuropeinin
3T3-L1 hiicrelerde adiposit farklilagmasi iizerine yaptiklar1 diger bir calismada, oleuropeinin
(>100 uM) in vitro preadiposit proliferasyonunun canliligin1 azalttig1 ve herhangi bir toksit etki
gostermedigi bulunmustur. Oleuropeinin (>100 uM) adiposit farklilasmasini inhibe ettigi,
C/EBPa, PPARY ve yag asidi sentazin ekspresyonunu baskiladigi da bulunmustur (34). Bagka
bir calismada, oleuropeinin adipogenik transkripsiyon faktorlerininin (C/EBPa , PPARY,
SREBP-1c¢) ve onlarin hedef genlerinin (FAS, LPL, aP2, CD36) ekspresyonlarini epididimal
adipoz dokuda 6nemli derecede azalttig1 bulunmustur (35). Farelerde yapilan bir ¢caligmada ise

oleuropeinin uygulamasiin, cd36 mRNA ekspresyonunu arttirdigi, serum trigliserid ve



kolesterol seviyesini azalttigi hepatosit hiicre serisinde gosterilmistir (36). Diinya genelindeki
oliimler en sik kalp damar hastaliklar1 (KDH) sebebiyledir. KDH agisindan olumlu olan husus
biiyiik 6l¢iide dnlenebilir olmalaridir. Diinya Saglik Orgiitii, kan basinci, obezite, kolesterol ve
sigara kullanimimin kontrolii ile KDH’lerin goriilme sikligimmin yariya indirilebilecegini
bildirmektedir. (37). KDH’lara karsi oleuropeinin etkisine bakildiginda; birgok ¢alisma
ateroskleroza karsi oleuropeinin koruyucu etkisinin oldugunu gostermistir. Visoli ve ark.
oleuropeinin, LDL’nn bakir siilfat indiiklii oksidasyonu inhibe ettigini gostermistir (38).
Oleuropeinin ayrica HOCI ortamdan kaldirarak, apo B-100’iin klorlama yolu ile lipid
peroksidasyonundaki baglamayi geciktirdigi de bulunmustur (39). Buna ilaveten Jemai ve ark.
yiiksek-kolesterollii ~ diyetle beslenen sicalarda, oleuropein ve  hidroksitirozoliin
hipokolesterolemiyi arttirdiklarini, LDL plazma ve total kolesterol seviyelerini azalttigini
bulmuslardir; ayrica oleuropein ve hidroksitrozol HDL seviyelerini ve LDL oksidasyonunu

azaltan antioksidan enzimlerin aktivitelerini de arttirmistir (40,41).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu projede kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve malzemeleri iiretici firmalar ile

birlikte Tablo 1°de listelenmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve
Malzemeler

Marka / Model

Derin dondurucu, -200C

Vestel

Derin dondurucu, -800C

Thermo Electron Corporation

Dalga boyu ayarlanabilir ELISA

VERSAmax Molecular Devices

okuyucusu

Etiiv Heraeus

Calkalayict Eppendorf Thermo Mixer Comfort
Hassas analitik terazi Metler Toledo AB204-S

Manyetik karistirict Termal

Cesitli hacimlerde otomatik pipet Eppendorf

kullanildi

Aspiratorlii pipet JetPip Pipette Aid

pH-metre Hanna Instruments, HI 9321

Mikro santrifiij Thermo EC Micromax Eppendorf 5810
Spektrofotometre Shimadzu, UV — 1601

Vorteks (Karistirict)

IKA Genius 3

Membran filtreleri

Agilent Econofilter 0.2pm

Hiicre kiiltiirii kabini Heraeus KS-12 Air Flow
Invert mikroskop Nikon Eclipse TS100
CO2inkiibator Thermo Forma 381
Mikro dalga firin Altus ALMD 171

Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir
flasklar1

Greiner Cellstar

Hiicre kiiltiir pleyti( 6 kuyucuklu)

Nulcolone

15 mL’ lik ve 50 mL’ lik steril falkon
tiipler

TPP, Greiner

10 mL’ lik steril disposible pipetler

Grenierbio-one, 607 180

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uglar

Greiner (0,5-10, 1-200, 100-1000 uL)

Neubauer lami1 ve lameli

0.5 ve 1.5 mL’ lik eppendorf tiipler

Greiner

Elektroforez tanki

Thermo EC320

Elektroforez gii¢ kaynagi

Thermo EC250-90

Thermocycle

Aplied Biosystems GeneAmp PCR
System 9700

Real Time PCR Cihazi

Roche Light cycler 480 11

Eppendorf Marka mikro kiivet okuyucu

Eppendorf Biophotometer

Otoklav

Tuttnauer 3150 ELV

Gel Goruntiilleme Sistemi

Gel Logic 200 Imaging System
Carestream Health




3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 2°te bu projede kullanilan kimyasal maddeler, tiretici firmalar, iiriin kodlar1 ve

bazilariin saflik diizeyleri verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Saflig1

3T3-L1 embriyonik Fibroblast hiicre
serisi

ATCC, 70016785

RAW 264.7 Makrofaj hiicresi serisi

ATCC, 70012232

Oil Red O

Sigma, 00625

Formaldehit

Labkim, F.13.93300.21, % 35-40

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

Sigma, M2128-1G

Etanol

Merck, 1.00971, % 96

Hidroklorik asit

Carlo Erba, , 7647-01-0, % 37

Metanol

J.T.Barker

Dimetil siilfoksit (DMSO)

ATCC, Cat. No. 4-X-5

Amphotericin B

Gibco, 2027013

Gentamycin Sulfate

Wisentbioproduct, 450-135-XL

Fetal Bovine Serum

Capricorn, CP18-2144

Tripsin/ EDTA ¢ozeltisi Gibco,2177715

Tripan Blue Sigma, T8154

DMEM Gibco, 2143789

Agaroz Sigma, A9539-500G

Etidyum Bromiir Sigma, E7637-1G

PBS Tablet Medicago, 09-2051-100

2-Propanol Labkim, cod no: P.0428.01.21,
analytical grade

Kloroform Merck, 1.02444. 2500, ekstra saf

DPEC Sigma, D5758

Insulin, from bovine pancreas Sigma, 16634-50MG

Deksametazon(DEX) Sigma, D4902-25MG

3-Izobiitil-1-metilksantin(IBMX)

Sigma, 15879-250MG

Biotin Sigma, B4501
Tripure RNA Isolation Reagent Roche, Cat. No: 11 667 165
001(50mL)

cDNA synthesis kit

Roche, 43619120

Real time ready CD36 Assay, UPL probe

Roche Assay Id. 311921

Real time ready PPARy Assay, UPL
probe

Roche Assay Id. 310239

Real time ready C/EBPa Assay, UPL
probe

Roche Assay Id. 313484

Real time ready p-aktin Assay, UPL
probe

Roche Assay Id. 300236

RT-PCR reaksiyon ortami kiti

Roche, 04707494001
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3.3. 3T3-L1 ve RAW264. 7 Hiicre Kiiltiirii

Biitiin hiicre kiiltiirii ¢aligmalar: hiicre kiiltiirli kabininde (air flow kabin) steril ortamda
gerceklestirildi. Hiicre kiiltlirii caligmalarina baslamadan 6nce kabin % 70’lik etil alkol ile
silindi. UV 1siktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan malzemeler kabin
icerisine birakilarak 15 dakika UV 1s1ga maruz birakildi. Calisma sonunda kabin % 70’lik etil
alkol ile tekrar silindi. Kabinin kapagi kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiirli odas1 1 saat UV 1518a

maruz birakildi.

3.3.1. 3T3-L1 ve RAWZ264. 7 Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Calismada ATCC (American Type culture collection)’den temin edilen 3T3-L1 embriyonik
fibroblast hiicreleri (LOT: 58078556) ve RAW 264.7 makrofaj hiicreleri (LOT: 70012232)
kullanild1

3T3-L1 ve RAW264.7 hiicrelerinin elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi deneyinde kullanilan

cozeltiler sdyle hazirlandi.

PBS (Phosphate Buffer Solution), 0.01 M, pH 7,4: Beher igerisine 900 mL kadar saf su
dolduruldu ve 10 tane PBS tableti behere konularak ¢oziildii. pH metre ile ¢ozeltininin pH’ s1
7,4 e ayarlandi. Cozelti balon jojeye aktarilarak, saf su ile son hacim 1 L’ ye tamamlandi.

Otoklavlandiktan sonra hiicre kiiltiirinde kullanild.

Kullanima Hazir DMEM: 43.4 mL DMEM (glukoz igeren 4.5 mg/dL) {izerine 5 mL FCS, 1
mL L-Glutamin, 0,5 mL gentamicin ve 100 pl amphotericin b eklendi. Hazirlanan besiyeri +4
°C’de saklandi.

1. Kriyovial iginde bulunan 1 mL 3T3-L1 hiicreleri azot tankindan ¢ikarildiktan sonra 37 °C su

banyosunda tamamen ¢oziildii.

2. 3T3-L1 hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve hacmi L-Glutaminli, % 10 FCS,
% 1 gentamicin ve %0,2 amphotericin b igeren yiiksek oranda (4,5 g/dL) glukoz iceren DMEM

besiyeri ile 10 mL'ye tamamlandi.

3. Hiicre stispansiyonu 300 g de 5 dakika santrifiij edildi.
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4. Santriflij sonunda siipernatant kismi1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi ve hiicre ¢okelegi

tiipiin ucuna parmak ucuyla vurularak hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde sulandirildi.

5. Sulandirilan hiicrenin iizerine 5 mL taze DMEM besiyeri eklendi ve % 5 CO> ortaminda,

37°C’ de, T-25’lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi.
Ayni islemler RAW264.7 makrofaj hiicrelerine de uygulandi
3.3.2. 3T3-L.1 ve RAW264.7 HiicrelerininPasajlanmasi

Cogalan hiicreler flask yiizeyinin % 70-80’lik kismini kapladiktan sonra hiicre pasajlamasi

yapildi.
1. Pasajlama i¢in Oncelikle hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

2.5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra 25cm?lik flasklara,3T3-L1 hiicreleri icin 1 mL
tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika hiicreler iizerinde gezdirildi ve flasklar
inkiibatorde 2 dakika bekletildi (PBS ilehiicrelerin yikanma amaci ortamdan tripsinin inhibitori

olan FBS’yi uzaklastirmaktir).

3.Inkiibasyon sonras110’ar mL % 10 FBS igeren DMEM ile hiicreler falkon tiip igerisinde

toplandi ve hiicre stispansiyonu 300 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

4. RAW?264.7 makrofaj hiicrelerini kaldirmak icin steril dze kullanildi. Ozenin ucuyla yavasca
kazinarak flaskin tabanindan besiyeri yardimiyla hiicrelerkaldirildi.10’ar mL % 10 FBS iceren
DMEM ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 300 g’de 5 dakika

santrifiijlendi.

5.Santrifiij sonunda siipernatant kismil mL kalacak sekilde uzaklastirildi.Hiicrelerl mL
besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra T-25 flasklara uygun

sayida (2 x10°)hiicre aktarildi ve toplam besiyeri hacmi de 5 mL’ye tamamlandi.
3.3.3. 3T3-L1ve RAW?264.7 Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canlilik Testi

1. Tripsinizasyon ve kazima sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 puL’si 10 uL tripan

blue ile karigtirilarakkarisim5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2 Karisimpipetile tekrarkaristirilarak10 pL  alinarak neubauer hematositometre camina

aktarildi.

3. Isik mikroskobu altinda 10xobjektifkullanarakcanlive 6lii hiicreler sayildi. Olii hiicrelerde

islev gébrmeyen Na+-K+ATPaz pompasi nedeniyle boya membran tarafindan absorblanmakta
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ve disar1 atilamamakta, dolayisiyla hiicreler mavi renkte gériilmektedir. Tripan blue ile boyanan

hiicrelerden canli olanlar sari-yesil renkte, 61t olanlar mavi renkte goriildii.
3.3.4. 3T3-L1 ve RAW264.7 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi
1. Hiicreleri dondurmak i¢in dncelikle hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

2. 5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA ¢o6zeltisi eklendi.
Eklenen tripsin 1 dakika hiicreler tizerinde gezdirildi ve flasklar inkiibatorde 2 dakika bekletildi.

3. Inkiibasyon sonras1 5> er mL % 10 FBS iceren DMEM ile hiicreler falkon tiip icerisinde

topland1 ve hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonunda silipernatant kismi 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL

besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi.

5. Hiicre sayis1 mililitrede 1.10° olacak sekilde % 20 FBS igeren DMEM ile seyreltildi ve
kriyoviallere 900 pL bolistiiriildii.

6. Buz lizerine alind1 ve son hacminin %10’u olacak sekilde DMSO damla damla eklendi.

DMSO eklenirken parmak ucuyla kriyovialler karistirildi.

7. Kriyoviallerin kapaklar1 kapatildiktan sonra 1 saat + 4 °C buzdolabinin buzlugunda daha
sonra 1 gece — 80 °C de bekletildi. Kisa siire i¢inde kullanilacak hiicreler — 80 °C de saklanmaya

devam edildi. Uzun siire kullanilmayacak hiicreler azot tankinin buharinda saklandi.

3.3.5. 3T3-L1 Hiicrelerinin Adiposit Farklilasmasi
3.3.5.1. Cozeltiler

3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagsmasi deneyinde kulanilan ¢ozeltiler soyle

hazirlandi.

DEX Stok Cozeltisi (0, 25 M): 49 mg DEX tartildi, bir miktar DMSQO’da ¢6ziildii. Son hacmi
DMSO ile 0,5 mL’ye tamamland1 ve ependorflara boliinerek -20 °C’de saklandh.

IBMX Stok Cozeltisi (0, 5M): 111,12 mg IBMX tartildi, bir miktar DMSO’da ¢6ziildii. Son
hacmi DMSO ile 1 mL’ye tamamlandi ve ependorflara boliinerek -20 °C’de saklandh.

Insiilin (1 mg/mL): 10 mg insiilin bir miktar HCI (pH 2-3 ) ¢6zeltisinde ¢oziildii. Son hacmi
HCI (pH 2-3 ) ¢dzeltisi ile 10 mL’ye tamamland: ve ependorflara béliinerek -20 °C’de saklandh.
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Biotin Stok Cozeltisi ( 1 mg/mL): 20 mg biotin tartildi, bir miktar 0,1M NaOH c¢ozeltisinde
¢ozildi. Son hacmi 0,1M NaOH ¢ozeltisi ile 20 mL’ye tamamlandi. Ardindan 1mg/mL
konsantrasyondaki biotin ¢ozeltisinden 200uL alindi ve hacmi 0,1M NaOH ¢ozeltisi ile 20
mL’ye tamamlanarak 100 kat seyreltildi. Boylece 10 pg/mL konsantrasyonda ara stok

hazirlandi. Hazirlanan her iki biotin stok ¢ozeltileri ependorflara béliinerek -200C°de saklandi.

Farkhlastirma DMEM’i (2X): 20 pL stok DEX ¢6zeltisi(0,25M) az miktarda %10 FBS iceren
DMEM’e eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Uzerine 20 pL stok IBMX
cozeltisi(0,5M) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Karisimin tizerine 200 pL
stok insiilin ¢ozeltisi(Img/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Son olarak
200 uL ara stok biotin ¢ozeltisi(10ug/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi.
Son hacim %10 FBS iceren DMEM ile 10 mL’ye tamamlandi. Elde edilen farklilastirma
DMEM’i (2X) 0,5 uM DEX, 1 mM IBMX, 20 pug/mL insiilin ve 200 ng/mL biotin ihtiva
etmektedir.

Konfulie Sonras1t DMEM’i (2X): az miktarda %10 FBS iceren DMEM iizerine 200 pL stok
insiilin ¢ozeltisi(1lmg/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Elde edilen

Konfulie Sonrast DMEM’i (2X) 20 pg/mL insiilin ihtiva etmektedir.

Olgunlastirma DMEM’i (2X): 200 pL stok insiilin ¢ozeltisi(1mg/mL) 10mL %10 FBS igceren
DMEM’e eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Karisimin tizerine 200 pL ara stok
biotin ¢6zeltisi(10ug/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Elde edilen
Olgunlastirma DMEM’i (2X) 20 pg/mL insiilin ve 200 ng/mL biotin ihtiva etmektedir.

3.3.5.2. Farkhlastirma islemi

1. Hiicreler sayildiktan sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna 4 mL besiyeri
icinde 1.10° hiicre ekildi.

2. Kuyucuklarda ¢ogalan hiicreler kuyucuk yiizeyinin % 100’ iinii kaplayana kadar besiyeri 2
giinde bir degistirildi. Besiyerlerinin degisimi esnasinda kuyucuklardan 2 mL eski besiyeri
uzaklastirildi( besiyerinin tamamini uzaklastirmak kuyucuk ylizeyine yapisan hiicrelerin
kopmasina neden olabildiginden kuyucuk ylizeyine degmeden besiyerinin yarisinin
uzaklastirilmas: tercih edildi. Buna bagli olarak besiyeri igeriinin son konsantrasyonu

ayarland1 ). Uzerine 2 mL yeni besiyeri eklendi. Bu siire yaklasik 6 giin siirdii.

3. Altinct giiniin sonunda kuyucuklardan 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi. Farklilagtirma

yapilacak kuyucuklara son konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde insulin igceren konfulie
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sonrast DMEM’1, farklilastirma yapilmayacak olan kuyucuklara sadece %10 FBS iceren
DMEM eklenerek 48 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda (48 saat) 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi. Yag hiicrelerine
farklilastirilacak hiicreleri iceren kuyucuklara 2 mL farklilastirma DMEM’1, yag hiicrelerine
farklilagtirllmayacak hiicreleri igeren kuyucuklara 2 mL %10 FBS iceren DMEM eklendi. 48
saat 37 oC’ de inkiibe edildi. (Not: Farklilastirma DMEM’i son konsantrasyonlar1 0,25 pM
Dexamethasone, 0,5 mM IBMX, 10 pg/mL insulin ve 100 ng/mL biotin olacak sekilde
hazirlandi. 2 mL taze DMEM 2 mL eski DMEM’in {izerine ekleneceginden konfulie sonrasi,

farklilagtirma ve olgunlastirma DMEM’leri hazirlanirken igerikleri 2 kat konsantre hazirland.)

5. Inkiibasyonunun sonunda (48 saat) 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi. Yag hiicrelerine
farklilagtirilacak hiicreleri igeren kuyucuklara 2 mL olgunlastirma DMEM’i (20 pg/mL insulin
ve 200 ng/mL biotin i¢eren) yag hiicrelerine farklilastirilmayacak hiicreleri i¢eren kuyucuklara
da 2 mL %10 FBS ihtiva eden DMEM eklendi. Yag hiicrelerinin olgunlasmasi islemi yaklasik

6 giin siirdii.
3.3.6. Adiposit Boyanmasi
Olgun adipositlerin boyanmasi deneyinde kullanilan ¢ozeltiler sdyle hazirlandi:

Oil Red-O Stok Cézeltisi: 0,7 g oil red-o az miktarda 2-propanolde ¢oziildii. Hacmi 2-
propanolle 200 mL’ye tamamland1 ve 1 gece magnetik karistiricida bekletildi. 0,22 pm

membran filtreden stizildi ve + 4 oC de saklandi.

Oil Red-O Cahisma Cozeltisi: 6 mL oil red-o stok ¢6zeltisi 4 mL steril destile su ile karistirildi.
20 dakika oda sicakliginda bekletildi. 0,22 um membran filtreden siiziildii.

% 10 Formaldehit cozeltisi: 27 mL %37°1ik formaldehit + 73 mL PBS ile toplam hacim 100

mL’ye tamamland1

% 60 2-propanol Cozeltisi: 60 mL 2-propanol + 40 mL steril saf su ile toplam hacim 100

mL’ye tamamlandi.

Cozeltiler hazirlandiktan sonra farklilasma islemi uygulanmis hiicrelerde TG birikimini gérmek

icin asagidaki islemler sirasi ile yapildi.

1.0lgun adipositlerin bulundugu kuyucuklardaki besiyerleri ortamdan uzaklastirildi.
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2. % 10 luk 2,4 mL formaldehit ile 5 dakika muamele edildi. Eski formaldehit ortamdan
uzaklastirildi. Yeni % 10 luk 2,4 mL formaldehit ortama eklendi ve 1 saat oda sicakliginda

bekletildi( bu miktarlar 6 kuyucuklu pleyt i¢in gegerlidir).

3. Inkiibasyon sonunda formaldehit uzaklastirildi, kuyucuklar % 60°lik 2,4 mL 2-propanol ile
yikandi.

4. Pleytler 37 °C etiivde kuruyana kadar bekletildi.

5. kuyucuklara 1 mL oil red-o ¢alisma ¢ozeltisi eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
6. Oil red-O ortamdan uzaklastirild1 ve kuyucuklar dort kez saf su ile yikandi.

7. Pleytler 37 °C etiivde kurutuldu.

8. 3,6 mL %100 liik 2-propanol kuyucuklara eklendi ve pipetaj yapilarak hiicreler tarafindan

tutulan oil red-o nun 2-propanol fazina gegmesi saglandi.

9. 1 mL ¢ozelti kiivete alind1 ve spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda absorbans okundu.

3.3.7. MTT Testi

Oleuropein Stok Cozeltisi(10 mM): 270,3 mg oleuropein tartildi, FBS ihtiva etmeyen 5 mL
DMEM’de ¢oziildii ve iizeri DMEM ile 50 mL’ye tamamland1 ve -20°C saklandi. Oleuropein
stok ¢ozeltisi kullanilarak 0, 10, 50, 100, 200, 400, 750 ve 1000 uM konsantrasyonda oleuropein
cozeltileri DMEM ile seyreltilerek hazirlandi.

MTT([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Cozeltisi (5 mg/mL):
Hcy’nin hiicreler {lizerine toksik etkisi MTT testi ile degerlendirildi(120). Bu yontemde canli
hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin indirgenmesi 6zelliginden
yararlanilir. Canli hiicreler mitokondriyal enzimleriyle MTT boyasinin tetrazolyum halkasini
parcalayarak sar1 renkli MTT boyast mor renkli formazan iiriiniine doniistiiriiliir (Sekil 13).
Hiicre icerisinde tutulan formazan kristalleri dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziindiiriildiigiinde
olusan renk yogunlugu 570 nm de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Renk yogunlugu

ortamdaki canli hiicre sayisi ile orantilidir. MTT testi i¢in agagidaki islemler sirasi ile yapildi.

1. Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna 200 pL
besiyeri iginde 1.104 hiicre ekildi.
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2. Baslangigtan 24 saat sonra pleyt inkiibatorden alindi, igerigi uzaklastirildi ve oleuropeinin
her konsantrasyonu i¢in (0, 10, 50, 100, 200, 400, 750 ve 1000 uM) ayrilmis olan ii¢ welle 200
uL farkli konsantrasyonlarda Hcy eklendi. 72 saat 37 °C” de inkiibe edildi.

3. inkiibasyondan sonra sonra pleyt icerigi uzaklastirildi ve kagit pegete lizerine ters ¢evrilerek

vuruldu ve kalan besiyerinin uzaklastirilmasi saglandi.

4. Her kuyucuga 200 uL DMEM eklendi ve iizerine son konsantrasyonu 0.25 mg/mL olacak
sekilde her kuyucuga 10 uL MTT boyast eklendi.

5. 2 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

6. Pleyt igerigi uzaklastirildi ve kagit pegete lizerine ters ¢evrilerek vuruldu ve kalan igerik

uzaklastirildi.
7. Her kuyucuga 200 pL. DMSO eklendi ve pleyt 20 dakika calkalayicida bekletildi.
8. Invert mikroskop altinda kristallerin tamamen ¢dziiniip ¢dziinmedigi kontrol edildi.

9. Mor renk siddetinin absorbanst ELISA okuyucusunda 570 nm dalga boyunda 620 nm
referans dalga boyuna karsi okundu. Her oleuropeinin konsantrasyonu igin elde edilen
absorbans degerinin kontrol absorbans degerine oram1 100 ile carpilarak % hiicre canlilig

hesaplandi.

3.4. Oleuropeinin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farklilasmasi Uzerine Etkisinin

incelenmesi

3.3.5.2. farklilastirma islemi bashig: altindaki ilk dort madde aynen tekrarlandi. Daha sonra

asagidaki islemler uygulandi.

5. Oleuropeinin 0, 10, 50,100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri olgunlastirma

¢Ozeltisi i¢erisinde hazirlandi.

6. Oleuropenin her konsantrasyonu igin farklilastirma baslatilan {iger kuyucuk, farklilagtirma
baslatilan ancak ila¢ uygulanmayan {i¢ kuyucuk ve farklilastirma DMEM’1 kullanilmayan yani
farklilastirilmayan ii¢ kuyucuk kullanildi. Farklilastirma Inkiibasyonunun sonunda (48 saat) 2
mL besiyeri uzaklastirildi. Oleuropenin i¢in ayrilan kuyucuklara farkli konsantrasyonda 2 mL
Oleuropenin igeren olgunlastirma DMEM’i, oleuropenin uygulamasi yapilmayan ii¢ kuyucuga
2mL olgunlastirma DMEM’1 ve farklilagtirma yapilmayan (kontrol) kuyucuga 2mL % 10 FBS
iceren DMEM eklendi.
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7. 48 saat sonra 2 mL besiyeri uzaklastirildi. Farklilastirma baglatilan kuyucuklara
olgunlastirma DMEM’i, kontrol kuyucuguna 2 mL % 10 FBS iceren DMEM eklendi. Yag
hiicrelerinin olgunlagmasi iglemi yaklagik 6 giin siirdii. Olgunlastirma islemi siiresince

hesiyerleri iki giinde bir degistirildi.

8. Inkiibasyon sonunda wellere adiposit boyama protokolii uyguland1 ve absorbanslar 6l¢iildii.

3.5. Oleuropenin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farkhlastirilmasi Esnasinda
CD 36, PPARy ve C/EBPu Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisinin Incelenmesi

3.4. Oleuropeinin 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilasmasi {izerine etkisinin
incelenmesi bashig1 altindaki ilk yedi madde aynen tekrarlandi. inkiibasyon sonunda RNA

izolasyonu yapildi.
3.6. RAW264.7 Hiicreleri icin MTT Testi

Oleuropein Stok Cozeltisi(10 mM): 270,3 mg oleuropein tartildi, FBS ihtiva etmeyen 5 mL
DMEM’de ¢oziildii ve iizert DMEM ile 50 mL’ye tamamlandi ve -200C saklandi. Oleuropein
stok ¢ozeltisi kullanilarak 0, 1, 10, 25, 75, 100 uM konsantrasyonda oleuropein ¢ozeltileri
DMEM ile seyreltilerek hazirlandi. 3.3.7 MTT testi basligi altindaki maddeler aynen
tekrarlandi.

3.7. Oleuropenin RAW?264.7 Hiicrelerinde CD36, PPARy ve C/EBPa Gen Ekspresyonu

Uzerine Etkisinin incelenmesi

1.Hiicreler sayildiktan sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna 4 mL besiyeri

icinde 1.10° hiicre ekildi.

2. Kuyucuklarda ¢ogalan hiicreler kuyucuk yilizeyinin % 100’ {inii kaplayana kadar besiyeri 2
giinde bir degistirildi. Besiyerlerinin degisimi esnasinda kuyucuklardan 2 mL eski besiyeri
uzaklastirildt (besiyerinin tamamini uzaklastirmak kuyucuk yiizeyine yapisan hiicrelerin
kopmasma neden olabildiginden kuyucuk ylizeyine degmeden besiyerinin yarisinin
uzaklastirilmasi tercih edildi. Buna bagli olarak besiyeri igeriginin son konsantrasyonu

ayarlandi). Uzerine 2 mL yeni besiyeri eklendi. Bu siire yaklasik 6 giin siirdii.

3. Altinct giiniin sonunda kuyucuklardan 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi.
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4. Oleuropeinin 0, 5, 10, 25, 75, 100 uM konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltileri 6’1
pleytin kuyucuklarina ekledi. 24 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonunda RNA izolasyonu yapildi.

3.8. RNA Izolasyonu

Olgun adipositlerden ve RAW264.7 hiicrelerinden RNA izolasyonu TriPure Isolation Reagent
(Roche)kullanilarak yapildi. Bu islemlerde kullanilan malzemeler sterildi ve DPEC’li su ile

yikandu.

1. Kuyucuklardan besiyerleri uzaklastirildi.

2. Kuyucuklara ImL TriPure Isolation Reagent eklendi ve pipetajla iyice karigsmasi saglandi.
3. Elde edilen igerik hacminin iki kat1 hacme sahip polipropilen santrifiij tiiptine alindi.

4. Homojenize ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek niikleoproteinlerin ayrilmasi

saglandi.

5. Her 6rnegin iizerine 0,2 mL kloroform eklendi, agz1 kapatildi. 15 saniye karistirild1 ve oda

sicakliginda 10 dakika bekletildi.
6. Cozelti 12000 g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi. Ug faza ayrildi.

7. En tstteki faz ayr1 polipropilen tiipe alind1 ve lizerine 0,5 mL izopropil alkol eklendi, agzi

kapatild1 ve 10-20 s vortekslendi.
8. Oda sicakliginda 7 dakika bekletilerek RNA ¢okelegi olugsmasi saglandi.

9. Cokelegin ayrilmasi i¢in 12000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi ve ardindan

stipernatant atildi.

10. 1 mL %75’lik etanol tiipe eklendi ve vortekslendi.

11. 7500 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
12. Tamamen kurumasina miisade edilmeden fazla etanol uzaklastirildi.

13. RNA pelleti Dietil piro karbonatli (DPEC) su ile pipetaj yapilarak tekrar ¢6ziildii ve 55°C’da
10-15 dakika bekletildi.
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14. clde edilen total RNA’larin konsantrasyonlart ve RNA safliginin bir gostergesi olan
A260/A280 oram1 NanoDrop kullanilarak belirlendi. Izole edilen RNA’lar DEPC’li su
¢ozeltisinde ¢oziildiigi i¢in, 6l¢iimde bu ¢ozelti kor olarak kullanildi. Total RNA numuneleri

ng/uL cinsinden hesaplandi.

15. RNA ornekleri % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

16. RNA orneklerinden Reverse Transkripsiyon ile cDNA elde edildi.
3.9. RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

RNA izolasyonu sonunda elde edilen RNA 6rnekleri % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve elde
edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi ve

goriintli kaydedildi. Jel hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler s6yle hazirlandi:

Stok TAE (Tris-asetikasit-EDTA) elektroforez tamponu: 242 g Tris, 37,2 ¢
Na2EDTA.2H202 bir miktar deiyonize suda ¢oziildii ve lizerine 57,1 asetik asit ilave edildi.
IN NaOH ile pH 8,5’a ayarlandi ve son hacim 1L’ye tamamlandi. Bu c¢ozelti 50 kat

seyreltilerek, hem elektroforez tamponu olarak, hem de agaroz jelin hazirlanmasinda kullanildi.

Etidium Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidium bromiir 10 mL deiyonize suda c¢oziindii

(10mg/mL). Isiktan korunarak buzdolabinda saklandi.

% 0,8’lik agaroz jel hazirlanmasi: 0,4 g agaroz 50 mL TAE (tris-asetikasit-EDTA)
tamponunda kaynatilarak ¢ozlindli. Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 10 pL etidium
bromiir eklendi ve tarak yerlestirilmis jel kabina dokiildii. Jel tamamen donduktan sonra jel

elektroforez tankina yerlestirildi.

% 2’lik agaroz jel hazirlanmasi: 0,8 g agaroz 40 mL TAE (tris-asetikasit-EDTA) tamponunda
kaynatilarak ¢oziildii. Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 10 pL etidium bromiir eklendi
ve tarak yerlestirilmis jel kabina dokiildii. Jel tamamen donduktan sonra jel elektroforez tankina

yerlestirildi.

RNA numunelerinin Jele Yiiklenmesi: Her bir 6rnege ait 5 pL RNA numunesi 2,5 pL yiikleme
tamponu ile karistirildi ve elektroforez tankindaki jele kuyucuklara zarar vermeden yiiklendi ve
80 voltta 1 saat jelde yiiriitiildii. Yiiritme isleminin sonunda elde edilen jel goriintiisii dijital

goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi ve kaydedildi.
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3.10. Total RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi 04 896 866 001 iiriin kodlu Roche (isvi¢re) marka
“Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” kit prosediiriine uygun sekilde gergeklestirildi.
Izole edilen RNA numuneler cDNA sentezi asagida verilen asamalarm sonucunda
gergeklestirildi. c¢cDNA sentezi i¢in gerekli karisim, 1.5 mL’lik RNaz/DNaz’dan yoksun

reaksiyon tiiplerinde Tablo 3’te verilen reaktifler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 3. cDNA sentezi igin hazirlanan karisimin igerdigi reaktifler ve miktarlar

Reaktifler Hacim (uL)
Su 1
Tampon 4
RNaz Inhibitérii 0.5
dNTP Karisimi (10 mM) 2
Random Hekzamer Primer 2

Ters Transkriptaz (20 U/uL) 0.5

10 uL numunelerden elde edilen total RNA’ya hazirlanan karigimdan 10°ar mL eklendi. PCR
cihaz1 25 °C’de 10 dk, 55 °C’de 30 dk ve 85 °C’de 5 dk olacak sekilde ayarlandi, hazirlanan
numuneler cihaza yiiklendi ve reaksiyonlarin sonucunda total RNA’dan cDNA sentezi
gerceklestirildi. Olusan ¢DNA {iriin konsantrasyonlart (ng/uL) ve safligi NanoDrop’ta

belirlendi. -80 °C’de gen ekspresyon analizlerinin yapilacagi ana kadar saklandi.

3.11. RT-PCR Analizleri

Gen ekspresyon calismalari; ekspresyonu dlgiilmek istenen hedef gen icin spesifik
olarak iretilen UPL (Universal Probe Library) problar kullanilarak iretici firmanin
yonlendirmeleri dogrultusunda Roche Light Cycler 480 II marka cihaz kullanilarak

gergeklestirildi. Calismamizda kullandigimiz primerler Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Primer dizisi

[leri primer 5’- GGATGCAGAAGGAGATTACTGC -3’

B-Aktin
Geri primer 5’- CCACCGATCCACACAGAGTA -3’
Ileri primer 5’-GCGACATGATTAATGGCACA -3’
CD36
Geri primer 5’-CAATGTCCGAGACTTTTCAACA -3’
Ileri primer 5’-AAGACAACGGACAAATCACCA -3’
PPARy
Geri primer 5’-GGGGGTGATATGTTTGAACTTG -3°
Ileri primer 5’-CCCAGAGGACCAATGAAATG -3’
C/EBPa

Geri primer 5’-ATACACCCTTGGACAACTAGGG -3’

RT-PCR analizi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

1. 1.5 mL hacimli tiip icerisinde hedef gen ve referans gen icin ayr1 ayri olmak lizere

gerekli reaksiyon ortami Tablo 5’te verilen hacimler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 5. Real Time PCR analizi igin gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktif Her bir érnek icin gerekli hacim (uL)
LightCycler 480 Probes master 10
Real time ready assay L
(CD36, PPARy, C/EBPa ya da B -Aktin)
PCR safliginda su 4

2. Hazirlanan karisim her bir 6rnek i¢in ii¢ kuyucuk olacak sekilde RT-PCR ig¢in 6zel olarak
iiretilmis beyaz 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucukta 15’er pL olacak sekilde dagitildi.

Dagitilan karigimlar tizerine de her bir deney grubu i¢in 5’er pL cDNA 6rnegi ilave edildi.

3. Cihaz ayarlar1 Tablo 6’da verilen sablona gore diizenlendi ve RT-PCR analizi

gergeklestirildi.
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Tablo 6. RT-PCR protokolii
Tespit formati: Tek Renkli Hidroliz Prob/ UPL Probe

Pleyt tiirii: 96 kuyucuklu
Reaksiyon hacmi: 20 uL

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 45 Kantifikasyon
Sogutma 1 -
Hedef Sicakhik °C  Elde etme modu  Siire Sicaklik artis hizi (°C/s)
On inkiibasyon
95 - 10 dakika 4.4
Amplifikasyon
95 - 10 saniye 4.4
60 - 30 saniye 2.2
72 Tek 1 saniye 4.4
Sogutma
40 - 30 saniye 2.2

RT-PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi: mRNA ekspresyon ¢aligmalarinda RT-PCR ile
verilerin degerlendirilmesine yonelik cesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan siklikla
kullanilan1 goreceli (r6latif, karsilagtirmali) kantitasyon yontemidir. Gen ekspresyonu
analizlerinde goreceli kantitasyon birgok numunedeki genin veya genlerin mRNA
ekspresyonlarindaki degisimini nicellestirir. RT-PCR 1ile elde edilen sonuglarin kantite
edilmesinde karsilastirmali Cp metodu (2-AACp metodu) rélatif kantitasyonu analiz etmede
kullanilan normalize edilmis gen ekspresyonunun matematiksel modelidir (42). Her bir 6rnegin
PCR amplifikasyonu sirasinda eksponensiyal faza gectigi devir (Cp, crossing point) tespit
edilerek 2-AACp formiilde yerine koyuldu. Her 6rnekten tiglii ¢alisildigr i¢in Cp degeri olarak
bu degerlerin ortalamalar1 alindi. Kontrol olarak aldigimiz gruba (standart diyetle beslenen wild
tip) gore diger gruplarin nasil degisim gosterdigi Kat degisimi=2-AACp = 2-(ACp hedef-ACp
kontrol) esitligi kullanilarak hesaplandi. Bu esitlige gére ACp hedef: Cp hedef gen-Cp referans
gen (housekeeping gen), ACp kontrol: Cp Hedef gen-Cp Referans gen.
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RT - PCR c¢alismasinda oleuropeinle 48 saat muamele edilen RAW264.7 makrofaj hiicresinin
B-Aktin, CD36, PPARYy ve C/EBPa’ya ait amplifikasyon grafigi Sekil 2°de gosterilmistir.

Fluorescence History
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1 35 7 9 12 16 20 24 28 7. 36 40 44 48 52
Cycles

Sekil 2. 48.saat RAW264.7 makrofaj hiicresinin amplifikasyon egrileri
— B-Aktin, — CD36,— PPARY,

RT - PCR g¢aligmasinda 3T3L-1 hiicresinin B-Aktin, CD36, PPARy ve C/EBPa’ya ait
amplifikasyon grafigi Sekil 3’de gosterilmistir.

Fluorescence History
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Sekil 3. 3T3L-1 hiicresinin amplifikasyon egrileri
— B-Aktin, — CD36, — PPARY,
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3.12. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma cinsinden verildi. Gruplar arasindaki
farklilik eslestirilmis 6rnekler t testi kullanilarak tespit edildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1
kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Oleuropeinin 3T3-L1 Hiicreleri Uzerine Toksik Etkisi

Hiicre kiiltiiri deneyinde kullanilacak oleuropein i¢in en uygun dozlarin belirlenmesi i¢in
MTT testi yapildi. MTT testi sonunda farkli oleuropein konsantrasyonlarina karsilik elde edilen
% canlilik sonuglar1 tablo 7°da verildi. Elde edilen bu sonuglara gore deneylerde 0, 10, 50, 100,

200 uM konsantrasyonlarda oleuropein kullanilmasina karar verildi.

Tablo 7. Oleuropeinin 3T3-L1 hiicreleri tizerine toksik etkisi ( % canlilik testi)
n 3 3 3 3 3 3 |3 |3
Oleuropein (uM) | O 10 |50 100 200 | 400 | 750 | 1000
% canlilik 100 113 | 121 107 87 73 |54 |29

4.2. 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farkhilasmasi

Deneylere baglamadan once standart protokol uygulanarak 3T3-L1 hiicre serisinin yag
hiicrelerine doniislimiiniin belirlenmesi i¢in yaptigimiz deneylerde, farklilasmanin %80
civarinda gerceklestigi tespit edildi. Hiicrenin yag hiicrelerine doniistiigiinde ve yag
hiicrelerinin Oil Red O ile boyandig1 zamanlara ait mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 4’te

verildi.
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Yag damlaciklar
boyanmig hiicre

ahlescchetin-a:
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Sekil 5. RNA 6rneklerinin jel goriintiisii
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4.3. 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farklilasmasi Uzerine Oleuropeinin Etkisinin
Incelenmesi

Oleuropeinin  3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilasmasi iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla deney sonunda her kuyucukta bulunan yag hiicresine farklilasmamis
hiicreler ve farklilasmis olgun yag hiicreleri Oil Red O boyasi ile boyandi ve 520 nm dalga

boyunda absorbanslari 6l¢iildii. Elde edilen absorbans degerleri tablo 8’de verildi.

Tablo 8. 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilasmasi tizerine oleuropeinin etkileri

Farklilasma - + + + + +
Oleuropein (uM) - - 10 50 100 200
Absorbans 0,510 | 0,782 0,799 | 0,779 |0,691 | 0,597

Yag hiicrelerine farklilasmamis hiicreler ile farklilasmis olgun yag hiicreleri Oil Red O boyasi
ile boyandiktan sonra elde edilen ortalama absorbans degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmugtur (P<0,05). Farkli konsatrasyonlarda oleuropein uygulanan hiicreler
oleuropein uygulanmayan hiicrelerle karsilastirildiginda oleuropeinin farklilasmayi istatistiksel

olarak anlaml diizeyde azalttig1 bulunmustur (P<0,05).

4.4. Oleuropeinin RAW264.7 Hiicreleri Uzerine Toksik Etkisi

Hiicre kiiltiirti deneyinde kullanilacak oleuropein i¢in en uygun dozlarin belirlenmesi igin
MTT testi yapildi. MTT testi sonunda farkli oleuropein konsantrasyonlarina karsilik elde edilen
% canlilik sonuglar tablo 9’da verildi. Elde edilen bu sonuglara gore deneylerde 0, 10, 25, 75,

100 uM konsantrasyonlarda oleuropein kullanilmasina karar verildi.

Tablo 9. Oleuropeinin RAW264.7 hiicreleri lizerine toksik etkisi( % canlilik testi)

n 3 3 3 3 3 3 3
Oleuropein (uM) | 0 5 10 25 50 |75 |100
% canlilik 100 83 83 103 |63 |75 |70
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4.5. RAW264.7 Hiicrelerinin Cogalmasi
RAW 264.7 makrofaj hiicrelerine ait ¢ogalma goriintiileri Sekil 6’da RNA izolasyonu sonrasi

elde edilen bazi {irtinlerin jelde yiiriitiilmesine ait goriintii Sekil 7°de verilmistir.

Cogalmaya baslayan
RAW?264.7 hiicreleri

&}
Cogalmis RAW264.7
hicreleri

Sekil 6. Cogalan RAW 264. 7 hiicrelerine ait mikroskop goriintiileri

- - - - - -

oL LT CL T PTERRE

- - -"ﬁ'@,-).; - h'

Sekil 7. RNA jel goriintiisii
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4.6. 3T3-L1 ve RAW264.7 Hiicrelerinde Olciilen Genlerin Ekspresyonlari ile Ilgili
Bulgular

Olueropein ile muamele edilen 3T3-L1 hiicre serisinden ve RAW264.7 makrofaj
hiicrelerinden elde edilen cDNA’lardan her bir gen i¢in pleyte tiglii yiikleme yapildi. RT-PCR
ile bu hiicrelerde CD 36, PPARy ve C/EBPa ekspresyonlarina bakildi ve her numune i¢in
kesisim noktas1 (Cp, crossing point) degerleri elde edildi. Uglii calismadan elde edilen Cp
degerlerinin ortalamalar1 alindi ve bu Cp degerlerinden yararlanilarak kontrol grubuna

(oleuropein ile muamelesiz) gore her grup icin kat degisimleri hesaplandi.

4.6.1. 3T3-L1 Hiicre Serisinde CD 36, PPARy ve C/EBPa Gen Ekspresyonu ile Tlgili

Bulgular

CD 36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyonuna ait sonuglar Tablo 10’da verildi.

Tablo 10. 3T3-L1 Hiicre Serisinde CD 36, PPARy ve C/EBPa Gen Ekspresyon Sonuglart

n 3 3 3 3 3 3
Farklilagma - + + + + +
Oleuropein(uM) | - - 10 50 100 200
CD36 - 1 0,71+0,23 | 0,62+0,10 | 0,046+0,02 | 0,48+0,05
PPARYy - 1 6,72+1,36 | 1,75+0,19 | 1,09+0,35 | 0,38+0,10
C/EBPa - 1 1,23+0,93 | 0,80+0,37 | 0,48+0,47 | 0,63+0,60

Yag hiicrelerine farklilasmamig 3T3-L1 hiicreleri ile oleuropein uygulanan farklilasmis olgun
yag hiicreleri real-time PCR sonrast CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekpresyonu agisindan
karsilastirildi. CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekpresyonlarinda anlamli bir azalig olmustur
(p< 0,05).
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4.6.2. RAW?264.7 Hiicre Serisinde CD 36, PPARy ve C/EBPa Gen Ekspresyonu ile ilgili
Bulgular

CD 36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyonuna ait sonuglar tablo 11°de verildi.

Tablo 11. RAW264.7 Hiicre Serisinde 48. Saat CD 36, PPARy ve C/EBPa Gen Ekspresyon

Sonuglari
n 3 3 3 3 3 3
Oleuropein(uM) | - 5 10 25 75 100
CD36 1 1,53+0,9 1,20+078 0,57+0,47 1,37+1,11 0,72+0,25*
PPARYy 1 0,65+053 | 0,45+0,14 0,15+0,11 0,59+0,57 | 0,33+0,09*
C/EBPa. 1 1,40+0,97 | 1,04+1,01 0,84+0,98 | 0,3620,13 | 0,45+0,09*

Oleuropein uygulanmayan ve oleuropein uygulanan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde real-
time PCR sonras1 CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekpresyonu agisindan karsilastirildi. CD36,
PPARy ve C/EBPa gen ekspresyon sonuglari incelendiginde sadece 100uM konsantrayonunda

kontrol grubuna goére anlamli bir azalis oldugu bulunmustur (p< 0,05).

Sekil 8. RT-PCR’dan sonra baz {irlinlerin agaroz jel goriintiisii. Jele yiiklenen iiriinler sirasiyla

1: beta aktin, 2: CD 36, 3: PPARYy, 4: C/EBPa’dir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Obezite giiniimiizde gelismis ve gelismekte olan iilkelerin en 6nemli saglik sorunlari
arasinda yer almaktadir. Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla
olmasindan kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin artmasi ile karakterize, hem genetik hem de
cevresel faktorlerden etkilenen bir hastaliktir. Obezitenin diyabet, lireme bozukluklari,
gastrointestinal sistem bozukluklari, hipertansiyon, artrit, uyku apnesi, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi patolojiler i¢in risk faktorii oldugu bilimsel olarak
kanitlanmustir (2).

Zeytin meyvesinden ve yapraklarindan elde edilen oleuropein ve diger polifenoller,
metabolik sendrom, tip 2 diyabet, kardiyak iskemi ve diger bozukluklara karsi koruma
yetenekleri nedeniyle hem insanlarda (43) hem de deney hayvan modellerinde incelenmistir
(44). 3T3-L1 hiicre hatt1, adiposit farklilasmasi ve adipoz biyolojisinin bir modeli olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Farklilagsmis 3T3-L1 preadipositler, hayvan dokusundaki adipositlerin
birgok 6zelligini yansitmaktadir (45).

Daha o6nce bildirildigi gibi, oleuropein murin 3T3-L1 hiicre kiiltiirii modelinde doza
bagimli bir sekilde adipogenezi bastirmistir (24). Mevcut bulgularimiz oleuropeinin, 3T3-L1
hiicresinin hiicre canliligin1 etkilemeden farklilagmasini ve adipogenezini inhibe ettigini
gostermektedir. Ayrica bu ¢alismamiz, oleuropeinin PPARy ve C/EBPa ve bunlarin alt hedef
CD36'in ekspresyonunu, farklilagma iglemi sirasinda azalttigini gostermistir.

Ryu ve ark. oleuropeinin, belirtilen konsantrasyon araliginda (0-400 uM) RAW 264.7
hiicrelerine toksik olmadig1 ve 12, 24, 48 ve 72 saatlik muamelede toksisitesi gostermedigini
bildirmeslerdir. Mikroskopik analiz temelinde hiicrelerde morfolojik degisiklik gézlenmedigi
ve bu sonucun oleuropeinin hiicre apoptozu {iizerinde hicbir etkisi olmadigr kanaatine
varmislardir (46). Yaptigimiz ¢alismada 48 saat boyunca oleuropeinle muamele edilen RAW
264.7 makrofaj hiicre serisinde, c¢alisilan dozlarda (0,100 pM) toksik bir etki
gbzlemlenmemistir. Deney sonucunda yapilan RT-PCR sonucunda, 100 uM oleuropein
konsantrasyonun RAW 264.7 hiicre serisinde CD 36, PPARYy ve C/EBPa gen ekspresyonunu
anlaml1 derecede azalttig1 bulunmustur.

CD36, bir¢ok hiicre yiizeyinde bulunan 88 kDa molekiil agirligina sahip bir
transmembran glikoproteindir. CD36; monositler, makrofajlar, trombositler, mikrovaskiiler
endotel hiicreleri, adipositler, bobrek ve kalp miyositlerindeki epitel hiicrelerinden eksprese
edilmektedir. CD36; trombospondin-1, okside fosfolipidler, okside LDL, hekzarelin, fibriler

beta amiloid peptidler ve uzun zincirli yag asitleri gibi molekiilleri baglama 6zelligine sahiptir.
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Aterojenik siire¢ makrofajlarin farklilastig1 arteriyel intima alanina kanda dolasan monositlerin
transmigrasyonuyla baslamaktadir. Ozellikle makrofajlar CD36 araciligiyla okside LDL’yi
baglayarak hiicre i¢ine alirlar. Zamanla makrofajlardan kopiik hiicre olusumu ateroskleroz i¢in
baslangi¢ asamasi olarak kabul edilmektedir (12). Oleuropein makrofajlarda CD36 gen
ekspreyonunu azaltarak koptik hiicre olusumunu 6nleyici ve anti-aterojenik etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir.

Sonug olarak, in vitro olarak oleuropein, hem 3TL-L1 hem de RAW264.7 hiicre serisinde
CD 36, PPARy ve C/EBPa ekspresyonunu inhibisyonu yoluyla anti-adipojenik ve anti-
aterojenik etki gosterebilecegi kanaatine varilmistir. Bu nedenle oleuropein, obezite ve
aterosiklerozun 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni terapdtik stratejilerin gelistirilmesinde bir diyet

takviyesi olarak kullanilabilir.
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