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Metabolik sendrom (MetS) tiim diinyada genis bir kitleyi etkileyen, insiilin direnci,
dislipidemi, abdominal obezite ve hipertansiyonun bir arada goriilmesiyle tanimlanan
multi-faktoriyel bir hastaliktir. Ancak, bu hastaligin tedavisinde kullanilabilecek etkin,
multi-hedef bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir. Bu nedenle, MetS patojenezindeki
metabolik bozukluklar1 hedef alan bitkisel kokenli dogal geleneksel yaklagimlarin
arastirilmas1 ve daha az yan etkiye sahip multi-hedef etken molekiillerin tespit edilmesi
gerekmektedir.

Ulkemizde halk arasinda MetS komponentlerinin tedavisinde Lavandula stoechas
(Karabas otu) bitkisinin sulu demlemesi alternatif amacgli kullanilmaktadir. Ancak, bu
bitkinin sulu oziitiiniin igerigi ve biyoaktivitesi konusunda literatiirde yeterli bilgi mevcut
degildir. Tez caligsmas1 kapsaminda, Karabas otu sulu 6ziitli ve aktif bilesenlerinin MetS’ye
kars1 potansiyel iyilestirici etkileri ve hedef mekanizmalarinin aydinlatilmasi planlanmistir.
Bu amagla, 1) Karabas otu sulu 6ziitiiniin fitokimyasal bilesenleri ilk defa tanimlanmus, 2)
MetS’ye karsi aktif ekstrat/fraksiyon/saf bilesikler in vitro hiicre tabanli/biyoaktivite
rehberli fraksiyonlama yontemi kullanilarak tespit edilmis, 3) Elde edilen aktif
ekstrat/fraksiyon/saf bilesiklerin potansiyel iyilestirici mekanizmalari molekiiler ve
fizyolojik seviyede aydinlatilmistir.

Sonug olarak, EE (Etil Asetat Ekstrat)’ nin, karaciger hiicre hattinda glukoneojenez
yolagimi ve hiz smirlayict enzimleri etkin bir sekilde baskiladigi, ii) insiilin direnci

gelistirilen iskelet kast ve karaciger hiicrelerinde insiilin hassasiyetini artirdig
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gosterilmistir. Saflastirilan bilesiklerden rosmarinik asit, kafeik asit, luteolin, propanoik
asit metil ester, apigenin-7-glukozit ve kaffeoyl rosmarinik asitin MetS’ye karsi etkin
bilesikler oldugu bulunmustur. Kaffeoyl rosmarinik asitin tez ¢alismasi kapsaminda ilk
defa, glukoneojenez, adipojenez, insiilin sinyalizasyonu ve inflamatuar yolaklarda
iyilestirici etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, tez kapsaminda insiilin direnci
gelistirilen karaciger hiicrelerinde yapilan tim genom transkriptom analizi EE ile elde

edilen biyoaktivite sonuglarin1 destekleyici ve genisletici niteliktedir.

Anahtar sozciikler: Lavandula stoechas, Aktif Bilesen, Metabolik Sendrom,

Insiilin Direnci, Molekiiler Mekanizma
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ABSTRACT

ELUCIDATION OF THE POTENTIAL AMELIORATIVE EFFECTS AND
TARGET MECHANISMS OF LAVANDULA STOECHAS L. EXTRACT AND ITS
ACTIVE COMPONENTS AGAINST METABOLIC SYNDROME

Seda KULABAS
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
PhD Thesis In the Department of Biology
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Tugba TUMER
18/01/2018, 151

Metabolic syndrome (MetS) is a worldwide affecting, multifactorial disease
characterized by insulin resistance, dyslipidemia, abdominal obesity and hypertension.
There is no single multi-target agent for its treatment. It’s necessary to investigate natural
traditional approaches targeting MetS and associated morbidities to identify multi-target
molecules with fewer side effects.

In our country, decoction or infusion of Lavandula stoechas is used traditionally for
treatment of MetS. However, information related with the aqueous components and
bioactivities of this plant are not sufficient. In current study, it’s planned to investigate
potential ameliorative effects of Lavandula stoechas extract and its active constituents
against MetS and their mechanism of action. For this purpose, 1) the phytochemical
components of the L. stoechas were described for the first time, 2) the active
extract/fraction/pure compounds against MetS were determined by using in vitro cell-
based/bioactivity guided fractionation method; 3) the molecular mechanisms of active
extract/fraction/pure compounds have been elucidated.

As a result, it has been shown that EE (Ethyl Acetate Extract) efficiently suppressed
gluconeogenesis pathway and rate limiting enzymes in hepatic cell lines, ii) increased
insulin sensitivity in skeletal muscle and liver cells which are modelled for insulin
resistance. Rosmarinic acid, caffeic acid, luteolin, propanoic acid methyl ester, apigenin-7-
glucoside and caffeoyl rosmarinic acid are identified as active compounds against MetS.
Caffeoyl rosmarinic acid was demonstrated for the first time to have ameliorative effect

against insulin resistance and inflammation. Besides, results of transcriptomics analysis on
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insulin resistant hepatic cells supported and extended the results of bioactivity studies
obtained for EE.

Keywords: Lavandula stoechas, Active Component, Metabolic Syndrome, Insulin

Resistance, Molecular Mechanism.
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BOLUM 1
GIRIS

Ik defa 1988 yilinda tanimlanan ve “dliimciil dortli” olarak da adlandirilan
metabolik sendrom (MetS); insiilin direnci, hiperlipidemi, obezite ve hipertansiyonun bir
arada goruldigi multi-faktoriyel bir hastaliktir. Tiim bu metabolik bozukluklarin birlikte
geliserek tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in biiyiik oranda risk olusturmasi,
MetS’nin mortalite ve morbiditeye neden olan biiyiik bir halk sagligi problemi oldugunu
acikca gostermektedir. Giinlimiizde hazir gida tiikketiminin artmasi, yiiksek kalorili
besinlerin tiiketilmesi, fiziksel aktivitenin azalmasi bu hastaligin gelisimine biiyiik oranda
zemin hazirlayan faktorlerdir. Tiim diinya niifusunun % 25’ ini etkileyen bu hastaligin,
tilkemizde goriilme siklig1 erkekler arasinda % 28 iken, bayanlar arasinda bu oran % 40
gibi neredeyse niifusun yarisini etkileyen yiiksek degerlerdedir (Kozan ve ark., 2007). Bu
nedenle metabolik sendroma karsi koruyucu Onlemlerin alinmasi ve yeni tedavi
stratejilerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar hizla devam etmektedir.

MetS bilesenlerinin, nedenlerinin ve sonuglarinin i¢ ige gectigi, birden fazla hedefe
yonelik yaklasimlarla tedavi edilebilen multifaktoriyel bir hastaliktir. 21. yiizyilin saglik
sektorline getirdigi pek cok yenilige ragmen, giliniimiizde, MetS i¢in koruyucu ve
tedavisinde kullanilabilecek multi-hedef, giivenli ve etkili bir farmakolojik ajan
bulunmamaktadir. Ilag sektorii her ne kadar 1950’1 yillardan itibaren yiiziinii sentetik
“smart” olarak adlandirilan tek-hedef molekiillere dondiiyse de; 2000’11 yillarda insidansi
artan multi-faktoriyel hastaliklarin tedavisi igin gerekli multi-hedef molekiillerin en etkin
kaynaginin dogada bulunan molekiiller oldugunu kabul etmistir. Son yillarda, Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH), halk arasinda MetS
bilesenlerine karsi tedavi amagli kullanilan bitkilerden deneysel olarak ekstre
kiitiiphanelerinin (botanical extract library) olusturulmasi ve bu ekstrelerden biyoaktif
multi-hedef molekiillerin taranmasina yonelik ¢aligmalari tesvik etmekte ve ulusal boyutta
biiyiik fonlarla desteklemektedir. Ozellikle ABD’de bu amacgla kurulmus ve NIH
tarafindan desteklenen ¢ok sayida arastirma merkezi (Botanical Research Center for
Metabolic Syndrome) bulunmaktadir. 1981-2001 yillar1 arasinda ABD tarafindan
onaylanan ilaglarin % 70’ inin dogal molekiiller iizerine yapilmis ¢aligmalarin sonucunda
piyasaya ¢iktig1 diistiniildiigiinde, yapilan bu ¢alismalarin, ilerleyen donemlerde metabolik
sendromun Onlenmesinde ve tedavisinde umut vaat edici sonuglar doguracagi

beklenmektedir. Bu c¢alismalarda, genellikle Cin geleneksel tedavilerinde kullanilan



bitkiler, Aborjinlerin, Giiney Amerika ve Orta Asya (Kazakistan, Kirgisiztan, Ozbekistan
ve Tajikistan) halklariin kullandig: sifali bitkiler taranmaktadir.

Ulkemizde, kokleri milattan énceye (M.O 2500) kadar dayanan oldukea cesitli ve
genis bir sifali bitkiler kiiltlirli bulunmaktadir. Tiim diinyada, 6zellikle ABD’de sifali
bitkilere ait ekstre kiitiphanelerinin olusturulmasi ve bu ekstrelerden aktif madde
taramasina yonelik ortaya konulan ¢abalara ragmen, sahip oldugumuz sifali bitkiler kiiltiirii
yeni etken molekiillerin kesfi icin aktif olarak kullanilmamaktadir. Bu nedenle, tez
calismas1 kapsaminda, MetS tedavisinde aday olabilecek aktif bitki ekstrati, fraksiyonlari
ve aktif fitokimyasallarin ortaya c¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, tez c¢aligmasi
kapsaminda caligilan bitki tiirli, Canakkale ve yakin g¢evresinde (Bayramig, Ayvalik,
Kazdaglari, Bandirma, Balikesir ve Edremit) gergeklestirilen etnobotanik ¢aligmalarda ele
alman bitkiler tek tek taranarak belirlenmistir. Halk arasinda seker hastalii, yiiksek
tansiyon, kalp ve damar hastaliklarinin tiimiiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
Lavandula stoechas bitkisi-“Karabas otu” MetS’nin tim komponentlerini hedef alan bir
bitki tiirii olarak secilmistir. MetS gelisiminin baslangicinda insiilin direncinin oniine
gecilebilirse, diger bir deyisle insiilin direnci gelisiminin altinda yatan mekanizmalarda

etkin Onleyici bir ajan ortaya cikarilirsa, art arda gelen bu hastaliklarin da gelisimi

engellenebilir. Bu aktif maddelerin ya da fraksiyonlarin, insiilin direncini onleyici
etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi ve bunlarin ila¢ ham maddesi ya da diyetsel takviye olarak
kullanim potansiyelleri, saglik sektoriinde var olan bir¢cok firma agisindan ticari dnem
tasimaktadir. Ozellikle, tek bir aktif maddenin yanisira, fraksiyon icerisinde yer alan birgok
maddenin sinerjistik etkisinin degerlendirilmesiyle elde edilen veriler, ileri safhalarda
klinik arastirmalarla desteklenerek bu maddelerin/fraksiyonlarin ticarilestirilmesini ve
etkin diyetsel takviye iriinlerinin piyasaya siiriilerek ‘alternatif ve tamamlayici tedavi’

amacli kullanimin1 miimkiin kilabilir.



1.1. Tez cahsmasinda Kullanmilan Bitki Tiirii Lavandula stoechas (Karabas otu)

Lavandula stoechas, uzun yillardir Anadolu halk hekimliginde kullanilan Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyasina ait ve dogal olarak yetisen aromatik bir bitkidir (Ayral, 1997,
Oztiirk ve ark., 2005). Halk arasindaki yaygin ismiyle Karabas otu olarak bilinen
Lavandula stoechas, iilkemizde o6zellikle Canakkale, Istanbul, Balikesir, Izmir, izmit,
Mugla, Datga, Antalya, Tekirova, Hatay bolgelerinde yetismektedir (Ayral, 1997; Sarikan,
2007; Yenici, 1999). Dogal olarak yetisebilen bu bitki tiirti daha ¢ok kuru bdlgelerde,
ormanlarda, kire¢ tashh ve granitli, asit orani yliksek olmayan topraklarda yayilis
gostermektedir. Lamiaceae familyasinin Lavandula cinsine ait bu tiir, 45-50 cm
yiiksekliginde, dallarin ucunda silindirik yapida, Sekil 1.1’ de goriildiigii gibi siyahimsi
mor rengi cicekleri olan ¢ali goriinlimiinde soguga toleransi olan ¢ok yillik bir bitkidir.
Cigekleri 1,5-4,5 cm uzunlugundadir, baklava dilimi seklinde ¢icekli braktelere, sivri ucun
tizerinde uzun ve parlak lavanta mavisi renklerde 4-8 mm uzunlugunda ¢iceklere sahiptir
(Sekil 1.1). Mayis, Haziran, Temmuz aylar1 bu bitkinin gigeklenme zamanlaridir (Onar,

2006; Yenici, 1999).

Sekil 1.1. Lavandula stoechas (Karabas otu)

1.1.1. Lavandula stoechas Bitkisinin Siniflandiriimasi
Lamiales takimindan Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait Lavandula cinsi,
calims1 gorlintisli, ¢ok yillik 28 bitki tiiriiniin ortak adidir (Cizelge 1.1). Lavandula

stoechas tiiriine ait bilimsel siniflandirma Cizelge 1.1° de verilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae

Cizelge 1.1. Lavandula stoechas bitkisinin bilimsel siniflandirilmasi

Alem Plantae (Bitkiler)

Boliim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif Magnoliopsida (Iki cenekliler)
Takim Lamiales

Familya Lamiaceae (Ballibabagiller)

Cins Lavandula

Tiir Lavandula stoechas

Binominal ad Lavandula stoechas L.

1.1.2. Lavandula Tiirlerinin Kullanimi

Lavandula cinslerinden Lavandula stoechas (Tepesinde Lavanta), Lavandula
angustifolia (Ingiliz lavantasi), Lavandula latifolia (Portekiz Lavantasi) ve Lavandula
dentata (Fransiz lavantasi) tiirleri yaygin sekilde tibbi amacglh kullanilmaktadir (Chu ve
Kemper, 2001) Ozellikle flavonoidler, terpenik bilesikler ve fenolik asitler bakimindan
zengin olan bu tiirler 6nemli fizyolojik etkilere sahiptir. Literatiirde lavanta tiirlerinden
elde edilen ucucu yag bilesenlerinin, analjezik, antispazmotik, anjiyoprotektan,
neuropsikiyatrik, antikonvulsan, antiviral, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antifungal,
antineoplastik, antioksidan Ozelliklerinin gosterildigi bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir
(Cavanagh ve Wilkinson, 2002). Lavanta tiirlerinin yagi tiim diinyada o&zellikle
aromaterapide, parflimeri ve kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
Lavandula tiirlerinin igeriginde bulunan 6jenol, rosmarinik asit, a-terpineol, terpinen-4-ol
ve kafurun antibakteriyal 6zellikte oldugu, yiiksek oranda bulunan kafurun bdceksavar
Ozelliginden dolay1 insektisit olarak da kullanildigi bilinmektedir (Pattnaik ve ark., 1997;
Chu ve Kemper, 2001). Bunun disinda biitiin Lavandula tiirlerinde bulunan sineol,

antispazmodik ve lokal anestezik aktivite gostermektedir (Pattanaik ve ark., 1997).

1.1.3. Lavandula stoechas Bitkisinin Tibbi Kullanimi

Lavandula stoechas bitkisi ugucu yaglar, aromatik yaglar ve benzeri sekonder
metabolitler bakimindan zengin olmasi nedeniyle; gida, eczacilik, tip, kozmetik ve
parfiimeri gibi alanlarda biiyik 6neme sahiptir. Sahip oldugu esansiyel yag bilesenleri
nedeniyle Avrupa’da ve Tirkiye‘de de bahsedilen sektorlerde yaygin kullanim
potansiyeline sahip bir lavanta tiiriidiir. Buna ek olarak, iilkemizde Karabas otunun toprak

iistlii kisimlarindan elde edilen infiizyonu ve dekoksiyonu terapdtik amaglt olarak yaygin
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sekilde kullanilmaktadir (Sekil 1.2). Bu bitki Anadolu’nun degisik bolgelerinde, uzun
yillardir yore insanlar1 tarafindan sulu demlemesi yapilarak, kalp hastaliklarinin
tedavisinde; damar agici, kolestrol diisiiriicii, kan sekeri diisiiriicii, agr1 kesici, antiseptik,
balgam soktiiriicti, idrar yollar iltihap giderici, egzama yaralarini iyilestirici, sinir sitemini
yatistiricl, gaz soktiiriicii, kalp kuvvetlendirici, sigara icme istegini engelleyici, bagisiklik
sistemi kuvvetlendirici gibi farkli etkileri nedeniyle tiikketilmektedir (Baytop, 1999; Yenici,
1999; Sarikan, 2007; Bulut, 2006).

Lavandula stoechae

AVRUPA ANADOUI
ESANSIVEL VYAG suLuy ffﬂlfﬂf

\

Sekil 1.2. Lavandula stoechas’in Avrupa’da ve Anadolu’daki farkli kullanimlart

Karabas otunun MetS’nin tiim komponentlerinin (hiperglisemi, dislipidemi, tansiyon
ve obezite) tedavisinde basarili olacagini diisiindiiren pek ¢ok etnobotanik c¢alisma
bulunmaktadir. Bu calismalarda; 1) toprak iistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonun
dahilen, kolesterolii ve kan sekerini diisiirmede ve kalp hastaliklarinin tedavisinde (Bulut,
2006), 2) Kurutulmus toprak iistii kisimlarinin demlenmesi veya kaynatilmasi ile elde
edilen caymin kalp damarlarini agmak, zayiflamak, tansiyon ve kolesterolii diisiirmek
amaciyla, ayrica gogiis kanserinde (Onar, 2006), 3) Karabas otunun toprak {isti
kisimlarindan hazirlanan inflizyonun o6zellikle seker hastaliginda, kalp ve damar

hastaliklarinda damar acgici1 ve kolesterol diisiiriicii olarak (Sarikan, 2007) kullanildigi



bildirilmistir. Ulkemizin giiney batisinda yapilan etnobotanik arastirmalarda ise, Karabas
otunun toprak iistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonun diyabet tedavisinde, kalp ve
damar hastaliklarinin tedavisinde, ayrica kolesterol diisiiriicii olarak kullanildig1 rapor
edilmistir (Ertug, 2002; Tuzlaci, 2002). Tiim bu caligmalara ek olarak, Karabas otunun
alkol ve sulu ekstrelerinin, in vitro olarak fibrinolitik sistemi (kan pihtisi igindeki fibrinin
¢oOziilmesi) aktive ettigi bulunmustur (Yenici, 1999). Diinya literatiiriine baktigimizda
Karabas otu tiirlinlin diinyanin bazi bolgelerinde de (Italya, Tunus, Fas) halk arasinda
antihiperglisemik ve antihipertansif olarak kullanildigin1 gdsteren g¢alismalar mevcuttur
(Tahraoui ve ark., 2007; Leporatti ve ark., 2009). Ancak bu etkileri gosteren laboratuvar
calismalart son derece kisithdir. Ornegin, Scirus veri tabaninda Karabas otu ve
antihiperglisemik etkisini arastiran ilgili yalnizca bir makale bulunmustur. Bu makalede
hiperglisemik siganlara Karabas otu inflizyonunun uygulanmasindan sonraki 30. ve 90.
dakikalarda serum glukoz seviyesinin normal seviyelere diistiigii gozlemlenmistir (Gamez
ve ark., 1987). Aym sekilde yapilan taramada bu bitkinin tansiyon disiiriicii etkisini
gosteren sadece bir ¢alisma bulunmaktadir. Bunda da hipertansif si¢canlarda Karabas otu
ekstresinin kan basincini normal seviyeye diistirdiigii gosterilmistir (Tabassum ve Ahmad,
2011). Sekil 1.3’de goriildiigi gibi lilkemizde Karabas otunun bazi ticari formlar1 damar

acicl, tansiyon ve kan sekerini diisiiriicii olarak pazarlanmaktadir.

WA 22 L
KARABAS
o

Sekil 1.3. Lavandula stoechas (Karabas otu) bitkisinin tilkemizdeki ticari formlar1 (sulu

ekstre, kurutulmus kapsiil haline getirilmis formlarr)

Ulkemizde gercgeklestirilen etnobotanik calismalarda, Karabas otunun toprak iistii
kisimlarmin suda dekoksiyon (demleme) ya da kaynatma yontemleri kullanilarak
hazirlandig1 belirtilmektedir. Bu nedenle Karabas otunun MetS’nin Sliimciil dortlii olarak
betimlenen tiim kompenentlerini tedavi etmeye yonelik antihiperglisemik, damar acici,

antihipertansif, kolesterol diisiiriicii etkilerinden sulu 6ziitinde bulunan fitokimyasallarin



sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, tez calismasinda, Karabasg
otundan hazirlanan sulu 6ziit farkli iki ¢oziicii sistemi kullanilarak ekstraksiyon islemine
tabi tutulmus ve daha sonra in vitro hiicre tabanli biyoaktivite rehberli fraksiyonlama
teknigi kullanilarak bitkinin insiilin direnci temelinde gelisen patofizyolojik durumlara

kars1 etkin bilesenleri ve bunlarin molekiiler mekanizmalar1 aydinlatilmistir.

1.1.4. Lavandula stoechas Bitkisinin I¢erigindeki Aktif Bilesenler

Literatiirde Lavandula tiirlerinin ugucu yag bilesenlerini ortaya koyan pek ¢ok
aragtirma bulunmaktadir. Bu calismalarda Lavandula tiirlerinin esansiyel yaginin ana
bilesenlerinin monoterpenlerin tiirevleri (linalol, linaly asetat, 1-8-sineol, [B-ocimine,
fenchone, kafur), benzenoidler (kumarin, rosmarinik asit) ve seskiterpenler oldugu
gosterilmistir (Baytop; 1999; Orhan, 2007). Bu bilesiklerin relatif konsantrasyonlari, farkli
lavandula tiirlerinde degisiklik gosterebilmektedir. Terapotik dneme sahip dort Lavanta
tirinden L. latifolia ve L. stoechas esansiyel yaglan yiiksek kafur seviyesine sahipken, L.
dentata ve L. angustifolia tiirlerinde bu oranin daha diisiik oldugu bilinmektedir (Cavanagh
ve Wilkinson, 2002). Ayrica, esansiyel yag icerisinde bulunan eugenol, rosmarinik asit,
alfa-terpeneol, terpenen-4-ol ve kafur bilesiklerinin de lavanta yaginin antibakteriyel
etkisini, Sineol bilesenin de antispazmodik ve lokal anestetik etkisini ortaya koymada etkili
oldugu bilinmektedir (Pattnaik ve ark., 1997; Chu ve Kemper, 2001).

Italya, Yunanistan, Korsika, Tunus ve Fas bolgelerinde Lavandula stoechas tiirii ile
yapilan c¢alismalarda, bu tiirden elde edilen ugucu yagin temel bilesenlerin bisiklik
monoterpenler (fenkon, kafur ve 1,8-sineol) oldugu rapor edilmistir (Skoula ve ark., 1996;
Messaoud ve ark., 2012). Ancak, Tirkiye'deki L. stoechas bitkisinin ugucu yag bilesimine
bakildiginda, ad1 gecen bolgelerdeki yag bilesenlerinden farkli olarak, pulegon (% 40,4),
mentol (% 18,1) ve menton (% 12,1) bilesenlerinin baskin oldugu bildirilmistir (Goéren ve
ark., 2002).

1.2. Diinya Capinda Bir Sorun “Metabolik Sendrom”

21. ylizyilin yogun endiistrilesme ve kentsellesme siirecinde degisen yasam tarzi ile
birlikte metabolik sendrom (MetS) olarak adlandirilan yeni bir hastalik giindeme gelmistir.
[k defa 1988 yilinda Reaven tarafindan bilesenleri ayrintili bir sekilde ortaya konulan bu
kavram, glukoz metabolizmasindaki bozukluklar (insiilin direnci, hiperglisemi, glukoz
intoleransi), dislipidemi, abdominal obezite ve hipertansiyonun bir arada goriildigii multi-
faktoriyel bir hastaliktir (Miranda ve ark., 2005; Alberti ve ark., 2006). Tiim bu metabolik
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bozukluklarin birlikte geliserek tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in biiyiik
oranda risk olusturmasi, MetS’ nin mortalite ve morbiditeye neden olan biiyiik bir halk
saglig1 problemi oldugunu agikga gostermektedir (Haffner ve ark., 1992; Isomaa ve ark.,
2001). Hastalik ayrica polikistik over sendromu, karaciger yaglanmasi, astim ve bazi
kanser c¢esitleri i¢in de yiliksek oranda risk faktorii olusturmaktadir (Cefalu ve ark., 2008).
1998 yil1 itibariyle Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan tam kriterleri konulan ve
Klinik pratige giren MetS, ilerleyen siiregte tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
oliim riski yiliksek metabolik bozukluklara sebebiyet verdiginden “Deadly quartet™ 6liimciil

dortlii olarak da ifade edilmektedir (Alberti ve ark., 1998, NCEP raporu, 2002), (Sekil 1.4).

Hareketsiz Yasam
Yanlis beslenme

Enfeksiyonlar
\ Genetik-Cevre

—

METABOLIK
SENDROM

v
N ’

Sekil 1.4. Metabolik sendromla iliskili unsurlar

KV
hasta//k/f;

Metabolik abnormallikler kiimelesmesi olarak evrensel boyutta tanimlanan MetS su
an tiim diinyada yetigkin niifusun yaklasik % 25 ini etkilemektedir (Xia ve Weng, 2010).
Ozellikle, fast food piyasasinda yasanan patlama, hazir gida sanayisindeki hizl yiikselise
paralel olarak artan fruktoz tiiketimi, kalori bakimindan zengin besin maddelerinin yiiksek
oranda tliketilmesi, hareketsiz yasam kosullari, egzersiz yapilmamasi1 bireylerde kilo
alimimi artirmakta, bu da MetS’nin Onemli bilesenlerinden olan insiilin direnci,

hiperglisemi, dislipidemi ve hipertansiyon i¢in zemin hazirlamaktadir.

1.2.1. MetS Tam Kriterleri

MetS’nin insiilin direnci temelinde gelisen bir patofizyolojik durum oldugu ve
beraberinde goriilen hipertansiyon ve dislipideminin de bu hastaligin gelisimiyle yakindan
iliskili oldugu ilk olarak 1998°de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan tanimlanmistir.

Bu tamima gore, insiilin direnci olmaksizin, kiside hipertansiyon ve dislipideminin
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goriilmesi MetS tanist koymak i¢in yeterli degildir. Ancak, tip 2 diyabet ile birlikte diger
komponentlerin bir arada goriilmesi MetS teshisinin konulmasinda yeterli olmaktadir
(Huang, 2009).

1999 yilinda ise, EGIR (European Group for Study of Insulin Resistance) WHO’
nun yaptig1 tanimlamada degisiklikler yapmistir. EGIR’in tanimina gére, WHO taniminda
oldugu gibi MetS patojenezinde insiilin direnci gelisiminin merkezi rolii vurgulanmustir.
Ancak, MetS patojenezindeki insiilin direnci, artan plazma insiilinin % 75’den fazla olmasi
durumunda tanimlanmalidir. Ciinkii, artan aclik insiilini ifadesi tek basina insiilin direnci
tanimini basitlestirmekle birlikte, T2D'li hastalarda goriilen bu durum direk olarak MetS
gelisimini ifade etmemektedir. WHO taniminda obezite, kalga oram1 veya viicut kitle
indeksiyle ifade edilirken, EGIR taniminda bel gevresi obezitesinin 6nemine deginilmistir
EGIR taniminda, WHO tanimina benzer sekilde obezite, hipertansiyon ve dislipidemi
kriterleri de bulunmaktadir (Balkau ve Charles, 1999).

NCEP ATP Il (The US National Cholesterol Education Programme Adult
Treatment Panel 111, 2005) giincellenen taniminda, abdominal obezite, hipertrigliseridemi,
diisik HDL (high density lipoprotein), hipertansiyon, hiperglisemi kriterlerinin ti¢ veya
daha fazlasinin birarada goriilmesinin MetS teshisinin koyulmasina uygun oldugu
belirtilmistir. NCEP ATP III tarafindan ortaya koyulan tani kriterleri, MetS’ nin
patojenezinde 6nemli rol oynayan hiperglisemi/insiilin direnci, viseral obezite, aterojenik
dislipidemi ve hipertansiyon gibi tiim temel durumlari igcermesinden dolayi, MetS
teshisinde en ¢ok kullanilan tanim oldugu sdylenebilir (Huang, 2009).

Yukarida agiklanan tanimlarin haricinde, 2005 yilinda Uluslararasi Diyabet Vakfi
(IDF) tarafindan MetS i¢in yeni kriterler yayinlanmistir. Bu tanim, diger kriterlerle ayni
genel olgiitleri igermesine ragmen, farkli etnik kokenlere sahip bireylerdeki viicut agirlig
ve bel gevresi i¢in norm dagilimlarmin farkli olmasi popiilasyonlar arasinda da obezite
kriterlerinin ve riskin farkli olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, IDF taniminda
instilin direncinden ziyade viseral obezitenin MetS teshisinde onemli bir faktdr oldugu
vurgulanmigtir (Zimmet ve ark., 2005). Giiniimiize kadar MetS i¢in One siiriilen tani
kritelerlerine ait patofizyolojik kosullar ayrintili aciklamalart ile Cizelge 1.2° de

Ozetlenmistir.



Cizelge 1.2. Metabolik sendrom tan1 kriterleri

WHO
(World Health

Organization)
1999

Metabolik Sendrom Tam Kriterleri

NCEP-ATPIII
(National Cholesterol
Education Program Adult
Treatment Panel I11)
2005

IDF
(International Diabetes
Foundation)

2005

EGIR
(European Group for
Study of Insulin
Resistance)
1999

Asagidakilerden en az biri:
IR

< IGT

+*T2D

Asagidakilerden en az biri:
Abdominal obezite

*(Bel gevresi: erkek > 94 cm, kadin > 80

cm)

Asagidakilerden en az biri:
Hiperinsiilinemi
(plazma insiilin > %75)

Asagdakilerden en az ikisi:

Asagidakilerden en az

Asagidakilerden en az ikisi

Asagidakilerden en az ikisi

* Hipertansiyon

(> 140/90 mmHg)

* Dislipidemi

(TG> 150 mg/dl veya HDL diizeyi
erkek < 35 mg/dl, kadn < 39 mg/dl)
* Abdominal obezite
#(VKI > 30 kg/m2 veya bel/kalga
oram erkek > 0.90, kadin > 0.85)

* Mikroalbuminiiri

(idrar albumin atilimi > 20
meg/dakika veya albumin/kreatinin
oram > 30 mg/g

* Abdominal obezite

*(bcl gevresi: erkeklerde > 102 cm,
kadinlarda > 88 cm)

* Dislipidemi

( TG =150 mg/dl), Dissiik HDL
(erkek< 40 mg/dl, kadin < 50mg/dl)
* Hipertansiyon

(=130/85 mmHg)

* Hiperglisemi

(aglik kan glukozu > 110 mg/dl)

* Dislipidemi

(Dusiik HDL erkek < 40 mg/dl, kadin <
50 mg/dl, TG = 150 mg/dl)

*» Hipertansiyon

(= 130/85 mmHg)

* IR/Hiperglisemi

(aglik kan glukozu > 100 mg/dl veya
T2D)

* Abdominal Obezite
*(Belgcwesi) 94 ¢m (Kadm), 80cm
(Erkek)

*Hiperglisemi/IR
*Dislipidemi

(TG 177 mg/dl or HDL <39 mg/dl)
* Hipertansiyon

(= 140/90 mmHg)

Not: TR: Insiilin direnci T2D: Tip 2 diyabet, IGT: Bozulmus glukoz toleransi
*Abdominal obezite kriterleri her popiilasyona spesifiktir, Degerler Avrupali bireyler i¢indir.

1.2.2. Metabolik Sendromun Global Prevalansi

MetS prevalanst diinya iizerinde % 20-30 gibi oranlarda seyrederken, arastirilan
popiilasyonda yas, cinsiyet, etnik koken, obezite ve tami kriterlerine bagli olarak biiyiik
Olgiide degiskenlik gostermektedir (Grundy, 2008; Lam ve LeRoith, 2015). 2004 yilinda
MetS’nin iilkeler arasi prevalanslarinin gosterildigi bir calismada, hazir gida tiikketiminin
oldukga yiiksek oldugu ABD ilk sirada yer almaktadir (Cameron ve ark., 2004), (Sekil
1.5). Bunu kadinlarda % 42, erkeklerde ise % 24 oraniyla Iran, sonrasinda ise kadinlarda %
40, erkeklerde % 28 oraniyla Tiirkiye izlemektedir (Cameron ve ark., 2004; Kozan ve ark.,
2007).
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Sekil 1.5. NCEP-ATP III tanimina gore metabolik sendromun global prevalansi (Cameron
ve ark., 2004)

Tiirkiye’deki bolgesel oranlara baktigimizda, % 37.2” lik oranla en fazla Karadeniz
bolgesinde goriilen bu hastalik, diger bdlgelerde de bu bolgeye yakin oranlarda
izlenmektedir (Dogu Anadolu bolgesinde, Ege bolgesinde % 35.8, Akdeniz bolgesinde %
34.3, I¢ anadolu bolgesinde % 32.8, Marmara Bolgesinde % 32.4, Giineydogu bolgesinde
% 29.2), (Kozan ve ark., 2007).

Sekil 1.6’da goriildigii gibi, bati toplumlarindaki egilimlere benzer sekilde,
gelismekte olan birgok iilkede de MetS prevalansi oldukga yiiksektir (Vanita ve ark., 2011;
Azimi Nezhad ve ark., 2012; Pandit ve ark., 2012), (Sekil 1.6). Bu sonuglar gz Oniine
alindiginda, MetS hem diinyada hem de iilkemizde giderek daha fazla insani etkilemeye
baglayan mortalite riski yiiksek ciddi bir sorundur. Bu nedenle tedavisi, koruyucu ve
onleyici tedbirlerin alinmasi pek ¢ok tilkenin saglik politakalarinda birincil siraya koydugu

bir olgudur.
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Sekil 1.6. MetS prevalansinin diinya ¢apinda artis1 (Vanita ve ark., 2011)

1.2.3. Metabolik Sendrom Patojenezinde Rol Oynayan Metabolik Bozukluklar

MetS patojenizinde baslica 4 temel komponent: insiilin direnci, viseral adipozite,
aterojenik dislipidemi, endotel disfonksiyon yer almaktadir. Ozellikle, insiilin direnci ve
dislipideminin MetS gelisimine biiyiik oranda katkida bulundugu bilinmektedir.
Dislipidemi  aterojenik ve antiaterojenik lipoproteinlerin  biyolojik  aktiviteleri,
metabolizmalar1 ve yapilarinda meydana gelen anormalliklerle karakterize edilir. MetS
patojenezinde insiilin direnci ve dislipidemiyi takiben, serum TG (trigliserit) seviyesinin
yiiksekligi ve HDL seviyesinin diisiikliigii ile karakterize edilen aterojenik dislipideminin
de 6nemli rolii vardir (Semenkovich, 2006). Aterojenik dislipidemi ve insiilin direncine
bagl olarak gelisen endotel disfonksiyon, aterosklerozis ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
(KVH) gelisiminde mekanistik anlamda 6nemli role sahiptir. Bahsedilen bu 4 komponentin
yant sira, MetS patojenezinde diisiik seviyeli kronik inflamasyon, oksidatif stres,
hiperaguabilite, mikroalbuminiiri gibi durumlarda yer almaktadir. MetS patofizyolojisinde
rol oynayan durumlar ve makanizmalarina ilerleyen bdliimlerde ayrintili sekilde
deginilmistir. MetS patofizyolojisinde yer alan komponntler ve bunlarla ilgili hastaliklar

Sekil 1.7’ de sematize edilmistir (Huang, 2009; Kaur, 2014).
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Sekil 1.7. Metabolik sendromun patofizyolojisi ( Huang, 2009’dan uyarlanmistir)

1.2.3.1. Glukoz Homeostaz ve Insiilin Direnci

Tiim hiicreler i¢in primer enerji kaynagi olan glukoz, hiicrelerin metabolik ihtiyaclar
dogrultusunda diyetsel ve endojen olarak iki sekilde saglanabilir: i) Diyetsel glukoz besin
aliminm takiben bagirsaktan emilerek viicudun cesitli doku ve organlarina ulasirken, ii)
aclik durumunda glikojenolizis ve glukoneojenezis (% 85’i karacigerde) araciligiyla
iretilen endojen glukoz plazmaya verilerek hiicrelere ulasir (Bryant ve ark., 2002;
Defronzo, 2004). “Peki saglikli bireyler glukozu nasil kullanir?” Bu sorunun en genel
yanit1 sudur: Beslenmeyi takiben emilimi tamamlanan glukozun 2 alternatif yolu vardir; ya
okside edilerek hiicresel enerjiye dondstiiriiliir ya da glikojen veya trigliserit olarak
depolanir (Defronzo, 2004; Norberg, 2006). Insanlarda beslenme ve aglik arasindaki

glukoz konsantrasyon degisimlerinden dolay1 kan glukoz seviyesinin 4-10 mmol/L gibi dar
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bir aralikta tutulmasi gerekmektedir (Grasman ve ark.,, 2017). Plazma glukoz
konsantrasyonunun kompanse edilemeyecek kadar yiiksek seviyelere ¢ikmasi (10 mmol/L
iistll) durumunda ciddi komplikasyonlar olusabilmektedir. Diger yandan, glukoz
seviyesinin 4 mmol/L altina diismesi de akut beyin hasar1 gibi ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. Bu nedenle bu dengenin korunmasi metabolik islevlerin normal sekilde
strdiiriilmesi agisindan Onemlidir. Plazma glukoz konsantrasyonu homeostazinda
pankreasin o ve B hiicrelerinden salinan insiilin ve glukagon hormonlar1 6nemli role
sahiptir (Desvergne ve ark., 2006).

Hiicresel enerji iiretimi igin 6nemli bir substrat olan glukoza yanit olarak pankreatik
beta hiicrelerinden salinan insiilin, i) karaciger, kas ve adipositlerde glukoz aliminin
artmasini, ii) hepatik glukoz iiretiminin baskilanmasini, iii) fazla glukozun glikojene yada
trigliseritlere donisiimiinii saglayarak metabolik etkisini gostermektedir. Boylece normal
fizyolojik kosullar altinda postprandiyal periyot sonrasi plazmada artan glukoz
konsantrasyonuna yanit olarak salinan insiilin, glukoz metabolizmasini siki sekilde kontrol
ederek plazma seviyesinin normal sinirlar i¢inde kalmasini saglar. Daha agik sekilde,
insiilin bahsedilen metabolik etkisini periferal dokularda glukoz oksidasyonunu, glikojen
sentezini ve lipojenezi artirarak, glukoneojenezi ve glikojenolizi baskilayarak
gerceklestirmektedir. Insiilin tiim bu etkilerini hiicre icinde enzimlerin fosforilasyon
durumlarini etkileyerek, anahtar regiilator proteinlerin hiicre ici lokalizasyonlarinin ve
aktivitelerinin degismesine aracilik ederek gergeklestirir (Cohen ve ark., 1997). Yani sira,
insiilin gen ekspresyonunu diizenleyen translasyonel ve transkripsiyonel faktorleri
etkileyerek sayisiz proteinin regiilasyonunda rol alir (Rome ve ark., 2003; Norberg ve ark.,
2006).

Beslenme ve aglik arasinda insiilin seviyesi diistiigiinde ise, glukagon hormonu
cesitli mekanizmalarla plazma glukoz seviyesini artirir. Karaciger, plazma glukoz
konsantrasyonu azaldiginda, glukagon araciligiyla glukoneojenezisi ve glikojenolizi artirip,
hepatik glukoz cikisini saglayarak bir nevi tampon gorevi yapmaktadir. Artan plazma
kosantrasyonuna karsilik, karacigerde glikojen depolanma kapasitesi asildiginda ise,
adipoz doku fazla glukozu triagilgliserollere doniistiirerek uzun siirede yag depolanmasini
saglamaktadir (Marieb ve Hoehn, 2013; Desvergne ve ark., 2006). Sekil 1.8 ’de
pankreastan saliman insiilin ve glukagon araciligiyla plazma glukoz seviyesinin

diizenlenmesi sematize edilmistir.
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Glukozun hiicreler tarafindan alimi uyarilir

Kan glukozu
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artarak
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Karaciger

l Glikojen yikimi
uyarilir Glukagon

Sekil 1.8. Pankreastan salinan insiilin ve glukagon araciligiyla plazma glukoz seviyesinin

diizenlenmesi (Marieb ve Hoehn, 2013°den uyarlanmistir)

Insiilin, pankreatik hiicrelere glukozun girisi ve metabolizmas1 sonucu hiicre igi
ATP/ADP oranindaki artisa bagh olarak salinmaktadir (Mancini ve Poitout, 2013). Artan
plazma glukoz konsantrasyonuna yanit olarak, B hiicreleri glukoz tastyicilari araciligiyla
(GLUT?2) araciligiyla glukozun hiicre ig¢ine alinmasini saglamaktadir. Sonrasinda hiicre
icine alinan glukoz glukokinaz enzimi araciligiyla glukoz-6-fosfata (G6P) donistiirtilerek
glikolitik yolaga girmektedir. Glikoliz sonucu olusan piruvat trikarboksilik asit (TCA)
dongiistine girerek yiiksek ATP tiretimi ve ATP / ADP oranindaki artisa neden olmaktadir
(1,2). ATP ile iliskili potasyum kanallarinin kapatilmasi plazma membraninin
depolarizasyonuna ve sonucunda da Ca*? kanallarmin (L-tipi Ca*? kanallari, LTCC)
acilmasimi saglamaktadir (3). Son olarak, LTCC'ler aracilifiyla gerceklesen ekstraseliiler
Caz" akigi, insiilin granillerinin B hiicre plazma membrani ile kaynastirilmasinda rol
oynayan ekzositotik mekanizmalar1 aktive ederek insiilinin salinmasini saglamaktadir (4,

5), (Mancini ve Poitout, 2013), (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. Glukozla uyarilan insiilin saliniminin mekanizmasi1 (Mancini ve Poitout,

2013’den uyarlanmaistir)

Glukoz kullanimmin % 80 oranda gergeklestigi primer organ iskelet kasidir. Iskelet
kasi insan viicudunda hem glukozu hem de serbest yag asitlerini enerji kaynagi olarak
kullanan en aktif dokudur. (Defronzo ve ark., 1981). Glukoz emilimini takiben, plazma
glukoz konsantrasyonundaki artig, pankreatik beta hiicrelerinden insiilin salinimin
uyararak iskelet kasinda glukoz alimimi saglamaktadir. Glukoz tasiyicilart araciligiyla
hiicre i¢ine alinan glukoz, hekzokinaz tarafindan fosforillenerek ya glikojen olarak
depolanmakta, ya da oksidasyon igin glikolitik yolaga girmektedir. A¢lik durumunda ise,
iskelet kasinda glukoz alimi diisiiktiir, glukoz yerine plazmadaki SYA’lar iskelet kasinda
primer enerji kaynag olarak kullanilmaktadir. Insiilin periferal —dokulardaki
sinyalizasyonunu hiicre yiizeyinde bulunan reseptdriine baglanarak baslatmaktadir. Insiilin
reseptorli, 2 o ve 2 P altbiriminden olusan tirozin kinaz enzim ailesine bagl bir
glikoproteindir. insiilin, reseptoriiniin o altbirimine baglandiginda meydana gelen
otofosfosforilasyon, 3 altbirimindeki tirozin kinaz aktivasyonuna neden olmaktadir (Bilous
ve Donnelly, 2010). Sonrasinda downstream yolagindaki insiilin reseptor substratinin
(IRS1-2) fosforilasyonu gerceklesir (Uchida ve ark., 2000). Akabinde fosfoinositol 3-kinaz
(PI3K) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaklarinin aktivasyonu
gerceklesir. Insiilin, mitojenik etkilerini MAPK) yolagi, metabolik etkilerini de PI3K
yolag: araciligiyla gdstermektedir. Insiilin metabolik etkilerini insiilin reseptoriiniin
otofosforilasyonu, IRS molekillerinin tirozin fosforilasyonu ve PI3K aktivasyonu ile

gerceklestirir.  Aktive olan PI3K, AKT molekiiliiniin Ser473 rezidiilerinden
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fosforilasyonunu saglayarak, glukozun hiicre i¢ine alinmasini aracilik eder. PISK-AKT
yolagy, insiilinin metabolik etkilerinin cogundan sorumludur. Iskelet kas1 ve adipoz dokuda
aktive olan AKT, sitoplazmada vezikiiller igerisinde bulunan glukoz tasiyicilarinin
(GLUT4) hiicre membranina translokasyonunu uyararak glukoz alimimni artirmaktadir
(Huang, 2009; Satiel ve Kahn, 2001). AKT molekiiliiniin insiilin sinyalizasyonunda
merkezi bir rolii bulunmaktadir. Hiicre igerisine glukoz alimindaki anahtar roliiniin yani
sira, GSK3 (Glikojen sentaz kinaz 3) inaktivasyonu da AKT molekiilii aracilifiyla
diizenlenmektedir. Bu durum glikojen sentazin (GS) aktivasyonuna dolayisiyla glukozun
glikojen olarak depolanmasini saglamaktadir  (Alessi, 2001). AKT fosforilasyonunu
takiben, nukleustan sitoplazmaya translokasyonu ger¢eklesen FOXOA (Forkhead
transkripsiyon faktorii A) proteinleri, PEPCK (Fosfoenolpiruvat karboksikinaz) ve G6Paz
(Glukoz 6 Fosfataz) gibi karaciger ve bobrekte glikojenoliz ve glukoneojenezde gorev alan
hiz sinirlayici enzimlerin gen ekspresyonlarint diizenleyerek, glukoz homeostazinin
stirdiiriilmesinde aktif rol oynamaktadir (Wolfrum ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2012).
Sekil 1.10° da insiilin sinyalizasyonunun sematik gosterimi sunulmustur. Insiilin
hassasiyetinin azaldigi, insiilin direncinin olustugu durumlarda yukarida bahsedilen

metabolik diizenlemelerin pek cogunda bozukluklar meydana gelmektedir.

Y m
“ ‘ ‘ insiilin reseptorii
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Sekil 1.10. Iskelet kasinda insiilin sinyalizasyonunun sematik diyagrami
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MetS patojenezinde anahtar rol oynayan insiilin direnci, insiilinin dolagimdaki
normal seviyesine yanitin azalmasi olarak tanimlanan patofizyolojik bir durumdur (Savage
ve ark., 2007; Zimmet ve ark., 2001). Insiilin direnci ayn1 zamanda dolasimdaki SYA artist
ve lipit metabolizmasindaki bozukluklar sonucu iskelet kasi, karaciger, adipoz doku gibi
insiiline duyarli dokularda hassasiyetinin azalmasi olarak da tanimlanabilir (Defronzo,
2004; Defronzo, 2009; Ragheb ve Medhat, 2011). Iskelet kasinda, yag asidi ile indiiklenen
insiilin direncinin mekanizmas1 Sekil 1.11°de 6zetlenmistir. Buna gore, iskelet kasinda,
dolasimda artan SYA ve tiirevlerinin, serin/treonin kinazlar1 (protein kinaz C-PKC),
nuklear faktor kappa B (NFkB), inhibitor kappa B kinase (IKKP) molekiillerini aktive
ederek, IRS1/2 molekiillerinin serin fosforilasyonuna ve AKT inaktivasyonuna neden
oldugu bilinmektedir. Bu durumda, insiilin sinyal yolaginda gorevli diger molekiilleri
regiile eden PI3K-AKT yolagindaki sinyalizasyon bozulmakta ve bagimli glukoz alimi
azalmaktadir (Ragheb ve ark., 2008). Ayrica SYA’larin hiicre i¢i konsantrasyonlariin
artmasi, mitokondriyal asetil CoA seviyesini artirarak, piruvat dehidrogenazi
inaktivasyonuna ve sitrat konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Bu durum da
glikolitik yolakta 6nemli rolii bulunan fosfofruktokinaz enziminin inhibisyonuna yol
agarak GOP birikimine ve hekzokinazin inhibe olmasina neden olmaktadir. Tiim bunlarin
sonucu olarak, hiicre igi glukoz konsantrasyonu artmakta dolayisiyla glukoz alimi
azalmaktadir (Delarue ve Magnan, 2007; Schinner ve ark., 2005), (Sekil 1.11). Yukarida
aciklanan patofizyolojik bozukluklarin MetS gelisimine katki saglayan temel

mekanizmalar oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 1.11. Iskelet kasinda yag asidi ile indiiklenen insiilin direncinin molekiiler
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mekanizmasi

Yanlis beslenme sonucu dolasimda artan SYA’lar, iskelet kasinda insiilin direncine
zemin hazirlarken, hepatik glukoz metabolizmasmi da etkileyerek aglik hiperglisemisine
katkida bulunmaktadir. Serbest yag asidi ve tiirevlerinin hepatik glukoz metabolizmasi
tizerindeki en temel etkisi glukoneojenezin uyarilmasidir. Hiicre i¢ine aliman SYA’larin B-
oksidasyonu, NADH ve ATP araciligiyla PEPCK ve piriivat karboksilaz enzimlerini
uyaran asetil Co-A fiiretiminin artmasina neden olmaktadir. Diger deyisle, Asetil Co-A,
glukoneojenez yolaginda gorev alan onemli regiilatér enzimlerin miktarindaki artiglara
neden olarak glukoz miktarini artirmaktadir (Lam ve ark., 2003; Boden ve ark., 2001;
Delarue ve Magnan, 2007), (Sekil 1.12). Tim bunlar géz oniinde bulunduruldugunda,
bircok metabolik anormal mekanizmanin intramiyoselliiler ve intrahepatik lipit birikimini
artirmasiyla cok sayida hiicresel mekanizmay: etkiledigi ve insiilin direnci gelisimini

indiikledigi sdylenebilir.
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Sekil 1.12. Karacigerde yag asidi ile indiiklenen insiilin direncinin molekiiler mekanizmasi

1.2.3.2. Aterojenik Dislipidemi

MetS, bilesenlerinin, nedenlerinin ve sonuglarinin i¢ ice gectigi kompleks bir
durumdur. Hastaligin etiyopatogenezindeki en onemli iki mekanizma, insiilin direnci ve
beraberinde gelisen aterojenik dislipidemidir. MetS’nin Onemli bir bileseni olan
dislipidemi, artan total kolestrol, TG, LDL (low density lipoprotein) ve azalan HDL
seviyeleri ile karakterize edilmektedir (Ginsberg, 2000).

Lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde bir¢ok lipoprotein gorev almaktadir. VLDL
(very low density lipoprotein)’ den koken alan LDL partikiilleri dolasimdaki total
kolestroliin biiylik bir kisminin periferal dokulara tasinmasinda gorevli lipoproteinlerdir.
Dolagimda yiiksek miktarda bulunmalar: arteriyal plak olusumuna dolayisiyla ateroskleroz
gelisimine zemin hazirlamaktadir. Silomikronlarin hidroliz sonucu olusan yiiksek
yogunluklu HDL partikiilleri ise, periferal hiicrelerden kolestroliin alinarak karacigere
tasinmasini  saglar (Whitney ve Rolfes, 2007). Bu nedenle, HDL’nin antioksidatif,
antiinflamatuar, antiaterosklerotik ve antitrombotik gibi 6nemli o6zellikleri vardir.
Metabolik sendromda anahtar rol oynayan insiilin direnci ve beraberinde gelisen
dislipidemi arasindaki baglantiya bakildiginda, insiilin direncinin, gesitli yollarla aterojenik
dislipidemide artisa neden oldugu goriilmektedir. Bu yollardan birincisi, adipoz dokuda
hormon duyarli lipaz enzimini inhibe ederek dolasimdaki serbest yag asitlerini azaltan
insiilinin, insiilin direnci durumunda, bu antilipolitik etkisinin ortadan kalkmasidir.

Boylece, adipoz dokudaki trigliseritler hormon duyarli lipaz enzimi tarafindan serbest yag

20



asitlerine doniiserek kana verilmektedir. Diger yandan, viseral obezitenin lipolitik yolagi
aktive etmesi de esterlesmemis yag asitlerinin dolasimdaki miktarini artirmaktadir.
Dolasimda miktar1 artan SY A’lar, karacigerde TG sentezi i¢in bir substrat gorevi goriirken,
ayni zamanda VLDL’lerin yapisinda bulunan apoB {iretimini stabilize ederek daha fazla
VLDL iiretimine neden olmaktadir. ikinci olarak, insiilin normal kosullarda PI3K'ya bagh
yolak vasitasiyla, apoB'yi degrede etmektedir. Bu nedenle insiilin hassasiyetinin azaldigi
durumda, dogrudan VLDL iiretimi artmaktadir. Ote yandan, karacigerde hiperinsiilinemiye
bagl olarak, selektif post reseptor direnci denilen bir mekanizmayla insiilin bagiml
lipojenez artmaktadir (Semple ve ark., 2009). Bunun sonucunda karacigerden bol miktarda
trigliserit bakimindan zengin VLDL partikiilleri sentezlenerek kana verilmektedir. Son
olarak, VLDL’nin dolasimdan alinmasini diizenleyen lipoprotein lipaz molekiiliiniin,
insiilin direnci durumunda fonksiyonunu yerine getirememesi VLDL’nin dolasimdan
almamamasina ve hipertrigliseridemiye neden olmaktadir (Kaur, 2014). Insiilin direnci,
bahsedilen tiim bu mekanizmalar araciligiyla, plazmada bulunan kolesterol ester transfer
protein (CETP), HDL ve LDL’de bulunan kolesterol esterlerini, VLDL’de bulunan
trigliserit ile degistirerek, HDL-kolesterol seviyesini azaltirken, atorejenik kiigiik
yogunluklu LDL partikiillerinin birikmesini kolaylastirir. Sonu¢ olarak, dolagimda
HDL’nin seviyesinde azalma, apolipoprotein B (apoB), TG ve VLDL seviyelerinde
meydana gelen artislar MetS patojenezine katkida bulunmaktadir. Dolayisiyla, insiilin
direnci kaynakli diisik HDL-C ve yiiksek TG seviyeleri kapsayan anormal MetS lipit
profili ortaya ¢ikmaktadir (Ginsberg ve ark., 2005; Kaur, 2014; Huang, 2009), (Sekil 1.13).
Gerek karaciger gerekse adipoz dokuda meydana gelen bu degisiklikler metabolik
sendromda ortaya ¢ikan dislipideminin en onemli kaynagidir (Miranda ve ark., 2005).
Insiilin direnci ile iligkili aterojenik dislipideminin karacigerin artrms VLDL
sekresyonunun dogrudan sonucu olduguna inanilmaktadir. Bahsedilen tiim bu
abnormallikler, oksidatif stres ve endotel disfonksiyonunun artmasi ve ilerleyen siiregte

MetS’ nin bir sonucu olarak KVH gelisimi ile yakindan iliskilidir.
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Sekil 1.13. Aterojenik dislipideminin gelisimi (Huang, 2009°dan uyarlanmistir)

1.2.3.3. Viseral Obezite

Insiilin direnci ve aterojenik dislipidemi temelinde gelisen Viseral obezite, MetS nin
dort 6nemli bileseninden biridir. Obezite; hipertansiyon, koroner kalp hastaligi, T2D ve
MetS gelisimine biiylik oranda zemin hazirlayan, lipojenik ve lipolitik islevler arasindaki
dengesizlik sonucu adipoz dokuda asir1 miktarda yagin trigliseritler seklinde
depolanmasiyla karakterize edilen ve biiylik bir kitleyi etkileyen bir halk saglii
problemidir (Langin, 2006). Saglikli bireyler adipoz dokuda fazla enerjiyi trigliserit olarak
depolayarak pozitif enerji dengesine yanit verirken, asirt enerji kaynag alimi ile
depolanma kapasitesini asan bireylerde fazla kilo alimini takiben ilerleyen donemlerde
obezite ortaya cikmaktadir (Unger, 2003). Insiilin glukoz metabolizmasindaki etkisinin
yant sira, lipit metabolizmasinda da rol oynayan 6nemli bir anabolik hormondur. Plazma
instilin konsantrasyonunun artmasi adipositlerde gerceklesen lipolizi baskilamada temel
faktordiir. Saglikli bireylerde lipoliz farkli dokulardaki enerji ihtiyact dogrultusunda uygun
enerji kaynagiin saglanmasi i¢in siki sekilde diizenlenmektedir (Langin, 2006; Delarue ve
Magnan, 2007). Postabsorvatif fazda (beslenmeyi takiben 10-12 saat) lipolizin artmasiyla
karaciger SYA’lar1 temel enerji kaynagi olarak kullanmaktadir. Uzamis aclikta ise,
SY A’lar karacigerde keton cisimciklerine ¢evrilerek, beyinin enerji talebi karsilanmaktadir
(Cahill ve George, 2006). Egzersiz gibi yiiksek enerji gerektiren durumlarda ise, glikojen
stoklarinin hizli sekilde kullanilmasi s6z konusudur. Bu nedenle, normal metabolik

kosullarda lipolizin artmasi, glukoz bagimsiz enerjinin elde edilmesini saglamaktadir.
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Postprandiyal periyot sonrasi ise, artan plazma insiilini, yag dokuda trigliseridlerin (TG)
serbest yag asidi (SYA) ve gliserole hidrolizini saglayan enzim olan hormon duyarl lipazi
(HSL) inhibe ederek lipolizi baskilama islevini gergeklestirmektedir (Lam ve LeRoith,
2015). Insiilin, lipoliz iizerindeki baskilayic1 etkisinin yani sira, lipit metabolizmasinda rol
oynayan pek ¢ok molekiiliin regiilasyonundan da sorumludur. Glukoz taginimi ile glukoz
ve yag asitlerinin hiicresel metabolizmasindan sorumlu molekiillerin transkripsiyonunu
kontrol eden niikleer reseptor PPAR-y'y1 uyararak adipogenezi ve yag dokusu
farklilasmasini da tesvik etmektedir (Armoni ve ark., 2007; Scazzoocchia ve ark., 2011).
Insiilin  direnci durumunda ise, glukoz metabolizmasinda oldugu gibi lipit
metabolizmasinda da birtakim anormallikler s6zkonusudur. Adipositlerde gelisen insiilin
direnciyle birlikte, adipositlerden salinan glukoz homeostazinin diizenlenmesinde gorevli
adipokinlerin saliniminda bozukluklar meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda, obeziteyle
birlikte genisleyen adipositlerden proinflamatuar kdkenli molekiillerin salinimi artmakta ve
insiilin sinyalizasyonunda aksakliklar meydana gelmektedir. Insiilin direnci gelisimiyle,
insiilinin lipoliz tizerindeki baskilayici etkisi azaldigindan, lipolizin artmasiyla birlikte
SYA, diagcilgliserol ve seramidler gibi hiicre i¢i lipit tiirevlerinin birikimi, inflamatuar
sinyalizasyonu, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gibi gesitli mekanizmalar
yoluyla insiilin direncine yol acabilmektedir. Buna ek olarak, viseral adipoz dokuda
goriilen yiiksek lipolitik aktivite ile dokulara SYA akisini artmasi tiim viicutta insiilin
direnci gelisiminin nedeni olarak diisiiniilmektedir. Ciinkii, viseral obeziteyle birlikte
dolasimdaki SYA seviyeleri arttikga, yag dokusunun SYA'lar1 alip tutma kapasitesi
astlmaktadir. Bu durum diagilgliserol (DAG), triasilgliserol ve seramidler gibi SYA
tiirevlerinin smirh lipid depolama yetenegi olan karaciger, iskelet kasi, bobrek, pankreas
gibi ektopik dokularda birikimine neden olmaktadir (Yki-Jarvinen, 2005). Bu yiizden,
SYA’larin dolagimdaki seviyelerinin artmasi, insiilin direncinin bir sonucu degil, ayni
zamanda nedeni de olabilmektedir. Dolayisiyla, viseral obezitenin gelisimi insiilin
direnciyle alakali olarak metabolik yolaklarda birtakim sorunlara yol agmakta ve MetS igin

biiyilik oranda risk olusturmaktadir.

1.2.3.4. Endotel Disfonksiyonu

MetS bilesenlerinden biri olan endotel disfonksiyonu ayni zamanda insiilin direnci ve
T2D gelisim riskini artiran, ateroskleroz patojenizinde rol oynayan bir durumdur (Kim ve
ark., 2006; Huang, 2005) Kan damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayan endotel hiicreleri 6nemli

mekanik ve biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirirler. Bu hiicreler, NO, prostasiklin ve
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endotelin gibi cesitli vazoaktif maddeler ireterek fizyolojik ve patolojik uyarilara karsi
yanit vermektedir. Hiicre adhezyon molekiillerinin endotel ekspresyonlart dolagimdaki
16kosit ve monositlerin etkilesimini saglayarak inflamasyonu, trombositler ile etkilesimini
saglayarak, trombozis ve hemostazi kontrol etmektedir. Metabolik sendrom patojenezinde
rol oyanayan endotel disfonksiyonunu agiklayan birka¢ mekanizma vardir. Bunlarin en
onemlilerinden biri, insiillinin hemodinamik etkisi araciligiyla gerceklesen eNOS
fosforilasyonunda azalmanin meydana gelmesidir. Insiilin direnci ve obeziteyle gelisimiyle
birlikte, TNF-a, IL-6 gibi inflamatuar sitokinler araciligiyla gergeklesen IRS-1
inaktivasyonu AKT fosforilasyonunu azaltmaktadir. Insiilin direnci durumunda PI3K-
AKT yolaginin inhibe olmasi, eNOS inaktivasyonu sonucu endotel nitrit oksit salinimini
azalmasina neden olur. Dolayisiyla bu durum endotel disfonksiyonu gelisimine neden
olmaktadir (Sekil 1.14). Bu durumda lokal kan akis1 azaldigindan, iskelet kas1 ve adipoz
dokuda GLUT4 translokasyonu azalmakta ve glukoz alimi engellenmektedir. Ayrica,
insiilin hassasiyetinin azalmasiyla dolasimda artan SYA’larin neden oldugu PI3K-AKT
sinyal bozuklugu ROS ve endotelin-1 {iretiminin artmasina ve endotel disfonksiyonu
gelisimine katki saglamaktadir. Tim bunlara ilaveten oksidatif stress, hiperglisemi,
glikozillenmig triinler, SYA’lar, inflamatuar sitokinler gibi bir¢ok faktor, endotelyumun

normal fizyolojik ve koruyucu yetenegini azaltmaktadir (Huang, 2009).
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Sekil 1.14. Endotel (Iisgonksiyonunun gelisimi (Huang, 2009°dan uyarlanmistir)
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1.2.35. Kronik Inflamasyon ve Oksidatif Stresin Metabolik Sendrom
Patojenezindeki Onemi

Diisiik seviyeli kronik inflamasyon ve oksidatif stres gibi durumlar insiilin direncine
aracilik etmeleri ve MetS patojenezinde yer alan diger mekanizmalara katkida bulunmasi
nedeniyle MetS gelisimi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Obezite ile birlikte genisleyen adipoz dokudan salinan antiinflamatuar ve inflamatuar
Ozellikteki molekiillerin seviyesinde meydana gelen dengesizlik, cesitli dokularda immiin
sistem aktivasyonuna dolayisiyla metabolik dengede degisimlere neden olmaktadir.
Adipoz dokuda yapilan gen ekspresyon analizleri, obezitenin makrofaj aktivasyonu ile
ilgili genlerin seviyelerini artirarak metabolik sendrom i¢in biiylik oranda risk faktorii
olusturdugunu gostermistir (Lumeng ve Saltiel, 2011).

Enerjinin depolandigi temel bolge olan adipoz doku adipositokinler olarak
adlandirilan sinyal proteinlerini tiretmektedir. Bu sinyal proteinleri enerji dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. Adipositlerden salinan proinflamatuar 6zellikteki
IL-6, TNF-a, IL1B gibi birgok adipositokinin insiilin direnci gelisimine dogrudan etkisi
oldugu bilinirken, IL-10, adiponektin gibi antiinflamatuar 6zellikteki adipositokinlerin
periferal dokularda insiilin hassasiyetini artirdigi  bilinmektedir. Adipoz doku
genislemesinin yol ac¢tifi hipertrofi nedeniyle adipositlerin daha fazla oksijene ihtiyac
duymalar1 hiicresel stres yolaginin aktivasyonuna ve hipoksiye neden olur. Dolayisiyla bu
olumsuz etki inflamatuar yanitin tetiklenmesine ve bahsedilen proinflamatuar 6zellikteki
molekiillerin salinmasina aracilik etmektedir. Obeziteyle birlikte genisleyen adipositlere
makrofajlarin infiltrasyonu artmakta bu da proinflamatuar 6zellikteki molekiillerin (TNF-
a, IL-6 ve IL-1PB) salinimim tesvik etmektedir. Bu molekiillerin karaciger, iskelet kasi,
pankreas gibi metabolik dokular1 etkileyerek insiilin direnci gelisimine aracilik ettigi
bilinmektedir.

Bahsedilen mekanizma disinda, insiilin direnci gelisimiyle adipoz dokuda lipozin
artmasiyla SYA miktarlarinda goriilen artislarin, direk olarak TLR (Tool like receptor:
patojen taniyict reseptdr) ailesi liyeleri ile etkilesime girerek inflamatuar ozellikteki
molekiillerin salinimin1 artirip inflamatuar sinyal yolagmi aktive ettigi bilinmektedir.
(Wellen ve Hotamighgil, 2005; Martins ve ark., 2012). Yapilan in vitro calismalarda,
SY A’larin makrofaj hiicrelerinde TLR-2 ve TLR-4 araciligiyla inflamatuar sinyal iletimini
aktive edebilecegi gosterilmistir. Farelerde yapilan c¢alismalar TLR-4 reseptoriiniin
fonksiyon kaybinin, diyet kaynakli obezite ve doymus yag asidine bagli insiilin direncine

kars1 koruyucu etki sagladigini gostermistir (Tsukomo, 2007). Jialal ve ark.’larinin (2012)
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yaptiklar1 ¢aligmada ise, MetS’li bireylerde saglikli bireylere kiyasla, bu reseptorlerin
aktivite ve ekspresyon seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. TLR reseptorlerinin aktivasyonu,
inflamatuar yolaktaki JNK ve IKK molekiillerinin aktivitelerini artirarak, NF-xf’nin
sitozolik inhibitérii olan IkPoa’nin engellenmesine ve NF-xf aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu durum, insiilin sinyalizasyonunda gorevli IRS-1’in serin rezidiilerinden
fosforillenmesine ve insiilin sinyal iletiminin bozulmasina neden olmaktadir (Hotamishgil,
2008; Bhargava ve Lee, 2012). Obezite ile birlikte inflamatuar yolagin aktive olmasi
ilerleyen donemlerde, karaciger, iskelet kasi, pankreas gibi dokular1 da etkilemektedir.
Genislemis adipositlerin yani sira, SYA akisinin artmasiyla iskelet kasi, karaciger ve
pankreas gibi dokularda meydana gelen yag dokuya makrofaj infiltre olmasi, dolasima
proinflamatuar 6zellikteki molekiillerin salintmini artirmaktadir. Dolayisiyla bu dokularda
insiilin direnci tetiklenmektedir. Literatiirde var olan g¢alismalarda, obeziteyle birlikte,
karacigerde proinflamatuar gen ekpresyonlarinin arttig, iskelet kasinda inflamatuar yanitin
tetiklendigi, pankreatik B-hiicrelerinde ise, apoptozun indiiklendigi ve insiilin saliniminin

azaldig1 gosterilmistir (Xu, 2013), (Sekil 1.15).
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Sekil 1.15. Adipoz doku genislemesinin immiin sistem elemanlar1 ve insiilin direncine
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Immiin sistemin 6nemli elemanlar1 olan makrofaj hiicreleri, MetS patojenezine
katkida bulunan diisiik seviyeli kronik inflamatuar yanitin ortaya c¢ikisinda aktif role
sahiptir. Bu yanitin ortaya ¢ikisina biiyiik oranda katki saglayan NF-kB, inflamasyon,
apoptosis ve hiicre biiytimesi gibi siire¢lerde rol alan genlerin regiilasyonunda gorev alan
bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu molekiiliin, inflamatuar yanitin baslamasinda ve
ilerlemesinde rol alan tiimor nekroz faktorii a (TNF-a), indiiklenebilir NOS (iNOS),
interlokin-1 (IL-1), hiicre i¢i adezyon molekiilii-1 ve siklooksijenaz (COX-2) gibi
inflamatuar enzimlerin ekspresyonlarii artirdigi bilinmektedir (Hotamisligil, 2008). NF-
kB’nin aktivasyonu inflamatuar yanitin gelisimini tetiklerken, hiicrenin savunma
mekanizmasinda birtakim degisiklikler yaratmaktadir.

MetS patojenezinde yer alan insiilin direnci, kronik inflamasyon ve hipertansiyon
gibi durumlara biiylik oranda katki saglayan bir diger 6nemli durum oksidatif strestir.
Oksidatif stresin ortaya ¢ikisina dogrudan etkisi bulunan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri,
enzimatik oksidasyon ve mitokondriyal solunum gibi biyolojik siire¢lerde dogal olarak
iiretilmektedir. Ancak, bu molekiillerin eleminasyon kapasitesinin azalmasi oksidatif strese
neden olmaktadir. Glukozun enerji doniisiim basamaklarinda yer alan sitrik asit dongiisii
sonucu reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini tiretimi artmaktadir (Ceriello, 2000). Bu
nedenle, karbonhidratlarin asir1 tiiketimiyle gerceklesen yiiksek mitokondriyal aktivite
fazla miktarda reaktif oksijen tiirlerinin birikimine neden olmaktadir. Bu molekiillerin
zararl etkilerine karsi, hiicre kendini korumak i¢in insiilinle uyarilan glukoz alimini inhibe
ederek, mitokondriye enerji girisini engellemeye g¢alismaktadir. Ancak bu etki, indirek
olarak iskelet kasi ve adipoz dokuda insiiline yanit1 azaltarak direncin gelismesine zemin
hazirlamaktadir (Ceriello ve Motz, 2004). Ayrica, bu reaktif molekiillerin pankreatik beta
hiicrelerinin membran yapisini etkileyerek insiilin saliniminin bozulmasina neden oldugu
bilinmektedir (Ceriello, 2000). MetS’de goriilen hiperglisemik durumda bozulan glukoz
intoleransinda, glutatyon inflizyonunun ve diger antioksidan madde uygulamasinin,
glukozla uyarilan insiilin salinimini artirarak yaniti giiglendirdigi yapilan calismalarla
gosterilmistir (Paolisso ve ark., 1992).

Bahsedildigi lizere, NF-kB araciligiyla inflamatuar yanitin artmasi, hiicrede Nrf-2
(nuklear faktor 2) aracilikli koruyucu mekanizmanin baskilanmasina neden olmaktadir.
Nrf-2 normalde, oksidatif stres ya da herhangi bir indiikleyicinin varliginda ¢ekirdege gog
ederek, bir grup detoksifikasyon ve antioksidan enziminin ekspresyonunu artiran bir
transkripsiyon faktoridiir. Nrf-2 ve NF-kB sinyal yolaklari, downstream yolaklarda

bulunan proteinlerin transkripsiyonu veya fonksiyonunu kontrol etmek i¢in birkag noktada
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karst karsiya gelirler. Normalde, inflamatuar bir uyaran varliginda hiicrede NF-kB
araciligiyla inflamatuar enzimlerden iNOS ekspresyonunun artmast makrofaj
hiicrelerinden yiiksek konsantrasyonda NO salinimina neden olmaktadir. Ayni kosullarda,
NF-kB hiicre i¢in koruyucu etki saglayan genlerin reglilasyonunu saglayan Nrf-2’nin
adaptor proteinlerinden CBP’nin fosforillenmesine ya da MafK deasetilasyonuna neden
olarak islevinin engellenmesine yol agmaktadir. Ancak, inflamatuar yanit durumunda Nrf-
2 aktivasyonunun saglanmasi antioksidan o6zellikteki HO-1 (Hem oksijenaz 1), NQO1
(NAD(P)H quinon dehidrojenaz 1) gibi enzimlerin ve CO, Fe, biliverdin gibi molekiillerin
salmimin1  artirarak, inflamatuar yanitt olusturan unsurlar1 (iNOS, NO, NF-kB)
engelleyebilmektedir (Wakabayashi ve ark., 2010), (Sekil 1.16). Dolayisiyla, Nrf-2
araciligiyla regiilasyonu saglanan genlerin ekpresyon seviyelerinin artmasi inflamatuar
yanita karsi koruyucu etki saglamaktadir. Diger yandan reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerinin tiretimi, bir diger hiicresel enerji kaynagi olan yag asitlerinin oksidasyon
basamaginda NADPH oksidaz uyarilarildiginda ve anti-oksidatif — enzimlerin
ekspresyonunu azaldiginda da artmaktadir (Furukawa ve ark., 2017). Ayrica, yag dokusu
oksidatif strese maruz kaldiginda, anti-inflamatuar adiponektin salinimini azaltarak,
inflamatuar adipositokin salinimini1  artirmaktadir (Soares ve ark., 2005). MetS
patojenezinde ROS iiretimi kaynakli olarak artmig inflamatuar sitokin diizeyleri ve azalmig
adiponektin diizeyleri goriilmektedir (Otani, 2011). Yani sira, artan ROS seviyeleri, IRS
molekiilleri araciligiyla GLUT4 translokasyonunu engelleyerek insiilin sinyalizasyonunda
bozukluklar meydana getirerek hastaligin patojenezine katkida bulunmaktadir (Bloch-
Damti ve Bashan, 2005). Bu nedenle, 6zellikle KVH, tip 2 diyabet, obezite, insiilin direnci
gibi hastaliklarla yakindan iligkili bir durum olan ve MetS patojenezine biiyiik oranda katki
saglayan diisiik seviyeli kronik inflamasyon ve oksidatif stresin bahsedilen mekanizmalari

tizerine engelleyici etkin ajanlarin ortaya ¢ikarilmasi son derece 6nemlidir.
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Sekil 1.16. Makrofajlarda Nrf-2 ve NF-kB arasindaki koruyucu mekanizma, (Wakabayashi
ve ark., 2010)

1.3. Metabolik Sendroma Kars1 Kullanilan Terapotik Yaklasimlar

Metabolik sendrom bilesenlerinin, nedenlerinin ve sonuglarinin i¢ i¢e gegtigi, birden
fazla hedefe yonelik yaklasimlarla tedavi edilebilen multifaktoriyel bir hastaliktir. MetS’li
bireylerde klinik tanimlama ve tedavi siireci, birlikte gelisen hastaliklarin riskini azaltmak
acisindan oldukca Onemlidir. Diinya c¢apinda oldukca genis bir kitleyi etkileyen MetS
patojenezini hedef alan ¢ok sayida yaklasim vardir. Bu yaklagimlar, yasam tarzi
degisiklikleri, egzersiz artirilmasi, diyet degisiklikleri, spesifik risk faktorlerini azaltici
ajanlarin uygun sekilde kullanilmasi (hipoglisemik ajanlar, zayiflatici ajanlar, lipid
diizenleyiciler), inflamatuar yanitin baskilanmasi, renin angiotensin sistemin bloklanmasi
olarak siralanabilir (Fonseca, 2008). Bu yaklagimlari, farmakolojik ve farmakolojik
olmayan olarak iki sinifa ayrabiliriz. MetS' 11 hastalara 6nerilen diyet degisiklikleri, yasam
tarzt degisiklikleri, fiziksel aktivitenin artirilmasi, sigaranin birakilmas1 ve alkol
tiketiminin azaltilmas: metabolik sendrom icin riski azaltan farmakolojik olmayan
yaklagimlardir ve tedavide O6nemli rol oynamaktadirlar (O'Keefe ve ark., 2008; Onat,
2011). Yan sira, enerji kisitlamasi, beslenmedeki makro besin kompozisyonu, fonksiyonel
gidalar ve biyoaktif besinlerin de MetS ile ilgili risk faktorlerini 6nemli dlgtide iyilestirdigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Yamaoka ve Tango, 2012; Feldeisen ve Tucker, 2007).
Bu yaklagimlarin benimsenmesi, glisemik kontrol miidahalesinde, insiilin etkisinin
tyilestirilmesinde, kan basincininin diizenlenmesinde, lipid seviyelerinin kontrol edilerek
obezite gelisiminin engellenmesinde olduk¢a &nemlidir. Ozellikle yasam tarz1 degisikligi,
MetS tedavisi i¢in en dnemli miidahale olarak diisiiniilebilir. Diyabet Onleme Programu,
yasam tarzi degisikliginin MetS gelisimini plaseboya kiyasla % 41 oraninda azaltigini

gostermistir (Orchard ve ark., 2005). Saglikli, az yagli, sebze ve tahillar1 iceren bir diyet ve

29



haftada en az 150 dakika fiziksel aktiviteyi kapsayan bir yasam tarzi degisikliginin, viicut
agirh@inin azalmasinda % 7°lik bir etkisi oldugu gosterilmistir (Grundy ve ark., 2005).
MetS patojenezinde yer alan aterojenik yag birikiminin ve bel ¢evresi obezitesinin fiziksel
aktivite ile iligkili sekilde yliksek oranda azalmasi yasam tarzi degisikliklerinin MetS
tedavisinde oldukg¢a 6nemli bir role sahip oldugunu agikg¢a gostermektedir (Fonseca, 2008).

MetS'yi tedavisinde farmakolojik olmayan yaklasimlarla tedavi siirecini
stirdiiremeyen hastalar yogunlukla farmakolojik ajanlara yonlendirilmektedir. MetS’ye
patojenezinde tek bir mekanizma bulunmadigindan, bu hastalifa sahip bireylerde
hastaligin ortaya c¢ikisina neden olan patofizyolojik durumlarin tanimlanmasi, uzun siire
takip edilmesi ve bireysel tedavilerin Onerilmesi gerekmektedir. Temelde insiilin direnci
zemininde gelisen MetS’ye kars1 klinikte kullanilan iyilestirici ve dnleyici etki saglayan
multihedef tek bir farmakolojik ajan yoktur. Bu yiizden MetS komponentleri ayri ayri
tedavi etmeye caligilmakta ve 6zellikle 6ne ¢ikan olgular tek tek hedef alan farmakolojik
ajanlar kullanilmaktadir (Nammi ve ark., 2009). Tedavide ilk olarak metabolik sendrom
prediyabetik bir durum olarak kabul edilir, bunun nedeni hastaligin insiilin direnci
temelinde gelismesidir (Cefalu ve ark., 2008). MetS tedavisi baslangicinda, bahsedildigi
tizere insiilin direnci kaynakli ortaya c¢ikan hiperglisemiye karsi oncelikle metformin
kullanilir; sonrasinda PPAR-y agonisti veya insiilin hassasiyetini artirict bir ajan tedaviye
dahil edilmektedir. Bir baska 6nemli MetS komponenti dislipidemiye karsi ise, statinler
tedaviye eklenmektedir. Ayrica, kronik inflamatuvar durumlarin tersine ¢evrilmesi ve ayni
zamanda kan pihtilagsmasi, kalp krizi riskinin azaltilmasi i¢in aspirinin giinlik olarak
kullanilmas1 Onerilmektedir. Obezitenin de goriildiigii bireylerde tedaviye orlisat ve
lorcaserin ilaglar1 da dahil edilebilmektedir (Richelsen ve ark., 2007; Smith ve ark., 2010;
Marvasti and Adeli, 2010). Ne yazik ki bu yaklasgimlar hastalari uzun yillar veya kimi
zaman Omiir boyu cok sayida ve ¢ok cesitli ilag kullanimina mahkum etmektedir. Buda
ilerleyen siirecte, karaciger toksistesi, bobrek hasar1 gibi agir yan etkilerin ortaya
cikmasina neden olmaktadir (Lender ve Sysko, 2006). MetS tedavisinde ¢ok sayida ilacin
bir arada kullanilmasina ragmen, hastaligin ileri ve kontrol edilemeyen sathalarinda veya
onlenmesinde her {i¢ hastadan biri, birden fazla MetS komponentinde iyilestirici etkiye ve
daha az yan etkiye sahip olmasi nedeniyle en az bir gesit geleneksel bitkisel ilag
kullanmay1 da tercih etmektedir. Bu nedenle MetS komponentlerinin tiimiinii hedef alan
bitkisel kokenli dogal geleneksel yaklagimlarin arastirilmasi, ortaya konulmasi ve daha az

yan etkiye sahip multi-hedef etken maddelerin tespit edilmesi son derece dnemlidir.
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1.4. Metabolik Sendrom Tedavisinde Bitkisel Terapétiklerin Onemi

Onceki boliimde bahsedilen terapotik yaklasimlarin yan etki ve smirliliklarmdan
dolay1 tedavide kullanilabilecek yeni stratejilerin aragtirilmasina ve gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Tek hedefi olan sentetik ilaglarin aksine, metabolik sendrom bilesenlerinin
ve bunlarla iligkili diger metabolik bozukluklarin eszamanli olarak iyilestirilmesinde
multihedef dogal bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi 6nem arz etmektedir. Bu noktada, binlerce
yildir tim diinyada kullanilan tibbi bitkiler, ¢esitli metabolik etkilere sahip fitokimyasallari
ve biyoaktif bilesiklerin genis bir araligini i¢erdigi i¢cin MetS tedavisinde miikkemmel bir
kaynak olarak diistiniilmektedir. Bitkilerin i¢erdigi biyoaktif dogal bilesenlerin sinerjistik
etkiye sahip olmalar1, multihedef olmalari, tek bir kimyasalin etkisinden daha fazla fayda
saglamalari, az yan etkiye sahip olmalari, multifaktdriyel bir hastalik olan MetS i¢in umut
verici terapilerin ortaya ¢ikarilmasinda onem tasimaktadir (Graf ve ark., 2010). Bitkisel
ilaclar sentetik olanlarla karsilastirildiginda, ¢cok daha az toksik ve yan etkiye sahip
olmasmin yani sira birgok metabolik siireci yonetebilmelerinden dolay: biiyiik avantaj
saglamaktadir. Ancak, bitkisel tedavinin modern tibbi tedaviler ile biitiinlestirilmesindeki
en biiylik engel, bitkisel ajanlarin giivenilirlikleri ve etkilerinin ortaya koyuldugu klinik ve
bilimsel veri eksikligidir. Bu nedenle, bitkisel tedavide tercih edilen bu dogal kaynaklarin
biyolojik standardizasyonlarinin, farmakolojik ve toksikolojik degerlendirmelerinin uygun
biyoassayler kullanilarak in vivo, in vitro ve klinik aragtirmalarin yapilmasina ihtiyag
vardir. Bu aragtirmalar sonucu ortaya ¢ikarilan veriler, giivenli alternatif ilag ve stratejilerin
gelistirilmesine olanak saglayici olmasi agisindan 6nemlidir (Gunjan ve ark., 2011). Halk
arasinda farkli sekillerde kullanilan pek c¢ok bitkinin, terapotik preparatlar seklinde
standardize edilmesini saglamak icin, bitkilerin igerisindeki aktif Dbilesenlerin
karakterizasyonu, bunlarin toksisitesinin degerlendirilmesi, etki mekanizmalarinin bilimsel
arastirmalarla ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir (Graf ve ark., 2010).

Hem geleneksel hem de modern saglik sistemlerinde kullanilan tibbi bitkiler,
giinlimiizde piyasada karsimiza ¢ikan farmasdtik Uriinlerin % 25' inden fazlasinin
kaynagimi olusturmaktadir (Newman ve ark., 2003). 1981-2006 yillar1 arasinda ABD
tarafindan onaylanan ilaclarin % 70’ i dogal molekiiller lizerine yapilmis calismalarin
sonucunda piyasaya ¢ikmustir (Liu ve Wang, 2008). Metformin, yarim yiizyili askin bir
siiredir diyabet tedavisinde diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan dogal kaynakli bir
terapotiktir. 1900°1i yillarin baslarinda Galega officinalis bitkisinden izole edilen guanidin
molekiiliiniin diyabet modellerinde glukoziiri’yi iyilestirdigi Watanabe (1918) tarafindan

gosterilirken, 1957 yilinda, guanidin molekiiliiniin yapisal olarak modifiye bir tiirevi olan
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Metformin (bir ¢esit biguanidin) Bristol Myers Squibb firmasi patenti altinda piyasaya
striilmiistir. Bu ilag, akarboz ve thiazolidinedion tiirevi sentetik diyabet ilaclartyla
karsilastirildiginda son derece basarilidir ve yan etkilerinin diisiik olmasi sebebiyle bunlara
ciddi anlamda iistiinliik saglamistir (Haddad ve ark., 2012). Literatiirde gelencksel tedavide
kullanilan 400°den fazla bitki tiiriiniin antidiyabetik aktivitesi oldugu bilinmektedir (Pareek
ve ark., 2009). Ancak, kii¢iik bir kisminin terapdtik potansiyeli ile ilgili bilimsel ve tibbi
degerlendirmesi yapilmustir. Ulkemizde de tip 2 diyabet tedavisinde yaygm sekilde
kullanilan bitkileri, Trigonella foenum-graecum (¢emen), Cinnamomum zeylanicum
(tar¢in), Allium cepa (sogan), Allium sativum (sarimsak), Nigella sativa L. (¢corek otu),
Morus nigra L. (karadut), Olea europaea L. (zeytin), Glycine max L. (Soya fasiilyesi),
Vaccinium myrtillus L. (yaban mersini), Cuminum cyminum L. (kimyon), Foeniculum
vulgare Miller (rezene), Secale cereale L. (gavdar), Ocimum sanctum L. (feslegen),
Helianthus tuberosus L. (Yer elmasi), Allium porrum L. (pirasa), Cydonia oblonga Miller
(ayva), Urtica dioica L. (1sirgan), Punica granatum L. (nar), Hibiscus sabdariffa L.
(bamya ¢igegi), Teucrium polium L. (Kisamahmut otu) seklinde siralayabiliriz
(Cikladilmez, 2013). Bu bitkiler antidiyabetik potansiyellerini sahip olduklar1 flavonoid,
alkaloit, izoflavon, flavonol, glikozit, terpenoit gibi etkili antidiyabetik bilesenler sayesinde
ortaya koymaktadir. Halk tarafindan yaygin sekilde kullanilan bu bitkilerin insiilin
hassasiyetini artirici, glukoz emilimini geciktirici, peripheral hiicrelerde glukoz kullanimini
artirici, glikojen sentezini uyarict gibi etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Cikladilmez,
2013). Bu bitkilerin preparat seklinde hazirlanmis formlar1 eczane ve aktarlarda
satilmaktadir. Bunlarin birgogunun, diyabetik komplikasyonlarin yani sira, hipertansiyon
ve hiperkolesterolemi de dahil olmak iizere metabolik sendrom ile iliskili diger risk
faktorlerini de hedef alabilecegi diistiniilmektedir (Graf ve ark., 2010).

Metformin ornegindeki gibi bitkiler 5000 yili askin bir siiredir sayisiz terapotik
ajanin kaynagi olmustur. 1940’ I1 yillardan 2014’ iin sonuna kadar kanser tedavisi i¢in
onaylanan 175 kiigiik molekiiliin 85 (% 49) tanesinin ya dogrudan dogal iirlinlerden izole
edilmis bilesikler ya da bunlardan dolayli olarak tiiretilmis molekiiller oldugu
bilinmektedir (Newman ve Cragg, 2016). Son zamanlarda, metabolik sendromun
bilesenlerine kars1 tedavi edici ve Onleyici etkinlige sahip molekiillerin kesfi ve ilag etken
maddesi olarak gelistirilmesi lizerine yogun caligsmalar yiiriitiilmektedir. Bu ¢alismalarin
biiyiikk bir kism1 halk arasinda T2D ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde uzun
yillardan beri geleneksel olarak kullanilmakta olan bitkilerden yola ¢ikarak tasarlanmigtir.

Ornegin, Coptis chinensis bitkisinden izole edilen berberin alkoloidinin ve tiirevlerinin kan
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sekerini diisiirmede oldukga etkili oldugu, iskelet kast ve adipoz dokuda GLUT4 glukoz
tastyici proteinin hiicre membranina translokasyonunu artirarak ve glikolizi indiikledigi
bildirilmistir (Yin ve ark., 2008). Diger ¢alismalarda, berberin ve tlirevlerinin ayrica serum
trigliserit konsantrasyonunu % 36, total kolesterol konsantrasyonunu % 18 ve LDL-
kolesterol miktarmi1 % 21 azalttigi (Kong ve ark., 2004), pankreatik beta hiicrelerinin
kitlesinde de artisa neden olarak bu hiicrelerin glukoz cevabini artirdigr gosterilmistir
(Zhou ve ark., 2008). Dolayisiyla, berberinin hem lipid hem de glukoz metabolizmasi
tizerindeki iyilestirici etkileri sayesinde MetS tedavisi i¢in umut vaat edici dogal bir ajan
oldugu disiiniilmektedir (Xia ve Weng, 2010). Baska bir calismada, Mamordica
Charantia, Gymnema sylwestre ve Irvingia Gabonensis bitkilerinin glikoz ve lipid
homeostazi, obezite ve MetS tizerindeki etkileri, in vitro ve hayvan modellerinde oldugu
kadar diyet takviyeleri icin tasarlanmis insan klinik deneylerinde de gecerlilik kazanmistir
(Martinez-Abundis ve ark., 2016). Yam sira, bu konu ile ilgili olarak genis kapsamli
caligmalar da yiiriltilmektedir. Metabolik sendromun tedavisinde etkili ve imit vadeden
dogal ajanlarin kesfi ve geleneksel Cin ilaglarinin modernizasyonunu konu alan Herbalome
projesi bunun en giizel 6rnegidir (Xia ve Weng, 2010). Bir diger 6rnek ise, Kanada’dan
olduk¢a genis bir grubun yiriittiigli, Kanada da yasayan yerli aborjinlerin potansiyel

antidiyabetik bitkilerini arastirdiklart kapsamli ¢alismadir (Haddad ve ark., 2012).

1.5 Calismanin Amaci

21. yy teknolojisinin saglik sektoriine getirdigi pek ¢ok yenilige ragmen, modern
cagin en onemli sorunlarindan biri olan metabolik sendromun tedavisinde kullanilabilecek
etkin, glivenilir ve en 6nemlisi multi-hedef bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir. Tedavi
amacli olarak hastalarin biiylik bir cogunlugunda, metabolik sendromun 6liimciil dortli
olarak anilan “insiilin direnci, dislipidemi, obezite ve tansiyon” bilesenlerini tek tek hedef
alan farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir. Ne yazik ki bu yaklagim hastalari uzun yillar,
kimi zaman omiir boyu ¢ok sayida ve ¢ok ¢esitli ilag kullanimma mahkum etmektedir.
Sonug olarak ilerleyen siirecte, kronik karaciger ve bobrek hasari gibi ciddi yan etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle metabolik sendromun ana unsurlarindan olan insiilin
direnci ve dislipideminin her ikisini birden hedef alan bitkisel kokenli dogal geleneksel
yaklagimlarin arastirilmasi ve daha az yan etkiye sahip multi-hedef etken molekiillerin
tespit edilerek gelistirilmesi hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde son derece 6nemlidir.

Lavandula stoechas-Karabas otu bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen

dekoksiyon ya da infiizyonu, iilkemizde oOzellikle Marmara ve Ege bolgesinde halk
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arasindaki tabiriyle kalp ve damar hastaliklarinda “damar agict ve kalbi giiclendirici”,
“zayiflatic1”, seker hastaliginda, yiliksek tansiyonda ve yiiksek kolesterolde “iyilestirici”
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiim bu kullanim alanlar1 metabolik sendromun
Olimciil dortlii olarak adlandirilan bilesenlerini ve ilerleyen asamalarinda gelisen
metabolik bozukluklar isaret etmektedir. Buradan yola ¢ikarak, tez ¢alismasi kapsaminda
iilkemizde geleneksel tedavi amacgli yaygin bir sekilde kullanilan Karabas otu sulu
ekstresinin fitokimyasal bilesenleri tanimlanmis, bu molekiiller arasindan insiilin direnci ve
dislipidemideyi kars1 etken molekiiller tespit edilerek bunlarin etki mekanizmalari
molekiiler ve fizyolojik olarak aydinlatilmasi amaglanmistir. Bu ¢alismayla, metabolik
sendromu olusturan ana faktorlere karsi Onleyici ve tedavi edici, etken madde olarak
gelistirilmeye “aday” bitki fraksiyonlar1 ve molekiillerin tespit edilmesi hedeflenmistir.

Bu amagla ¢alisma kapsaminda izlenen yontem ve yaklasimlar Sekil 1.17° de

Ozetlenmis ve asagida asamalariyla siralanmistir.
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Sekil 1.17. Karabas otu sulu 0ziitliniin i¢erigindeki aktif bilesenlerin biyoaktivite rehberli

fraksiyonlama yontemiyle tanimlanmasi
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Calismanin ilk asamasinda,

1) Karabas otunun toprak iisti kisimlari uygun kosullarda kurutulmus ve toz haline
getirildikten sonra sulu kaynatma yontemiyle 6ziit hazirlanmustir.

2) Elde edilen sulu 6ziit n-biitanol ve etil asetat ¢oziiciileri kullanilarak ekstraksiyon
islemine tabi tutulmustur.

3) Elde edilen ekstratlarin sitotoksik olmayan giivenli uygulama dozlarini belirlemek
amaciyla farkli dozlar kullanilarak, tiim hiicre hatlarinda MTT testi gergeklestirilmistir.

4) H4IIE si¢an hepatokarsinoma hiicre hatt1 ile farklilastiriimasimi yaptigimiz C2C12 fare
iskelet kas1 ve 3T3-L1 fare adiposit hiicre hatlarinda kapsamli optimizasyon calismalari ile
deneysel insiilin direnci modeli olusturulmustur.

5) En aktif olan ekstrati se¢ebilmek amaciyla, biyoaktivite rehberli tarama yaklagimi
kullanilarak, ekstratlarin insiilin direnci ve dislipideminin patolojik mekanizmalari {izerine
potansiyel iyilestirici etkileri;

a) Fizyolojik boyutta: elde edilen ekstratlarin galisilan hiicre hatlarinda glukoneojenik
glukoz tiretimi, glukoz tiikketimi, glukoz alimi, gliserol salinim1 gibi fizyolojik parametreler
tizerine etkileri tespit edilerek,
b) Molekiiler boyutta: elde edilen ekstratlarin; serbest yag asidi ile insiilin direnci
gelistirdigimiz H4IIE ve C2C12 hiicre hatlarinda insiilin sinyalizasyonunda 6nemli rolii
olan genlerin protein seviyeleri (p-AKTSer473/AKT oranina, GLUT-4, LPL, GLUT2, IRB
ve PPAR-y, p-IRS1Ser307) tizerine etkileri tespit edilerek belirlenmistir.

-Ayrica, karaciger hiicre hattinda, glukoneojenik glukoz iiretiminde baskilayici role sahip
ekstratin bunu hangi mekanizmalar1 kullanarak gerceklestirdigini aydinlatmak icin bu
yolagin hiz smirlayict enzimleri olan PEPCK ve G6Paz’in ekspresyon seviyeleri de
belirlenmistir.

Yapilan tiim bu ¢alismalar sonucunda, EE’nin yiiksek etkinlik gosterdigi belirlenmis, bu
nedenle “aktif ekstrat” olarak secilmistir. Calismalara EE’nin biyoaktivite rehberli

fraksiyonlanmasi ile devam edilmistir (Sekil 1.17)

Cahsmanin ikinci asamasinda, secilen aktif ekstratin igerik aydinlatma ¢alismalari
ile beraber fraksiyonlama ¢aligmalari tamamlanmistir. E1-E12 olarak adlandirilan EE alt
fraksiyonlarinin etkinlikleri bes ayr1 parametre (1-5) kullanilarak, kontrollii ve tekrarh
deneylerle taranip ve degerlendirilmistir.

Bu asamada gergeklestirilen biyoaktivite rehberli tarama ¢alismalart;

1) H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik glukoz iiretimindeki degisimler,

2-3) Glukoneojenez yolaginda hiz sinirlayici olarak gorev alan regiilator PEPCK ve G6Paz
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enzimlerinin gen ekspresyon seviyesindeki degisimler,

4) Serbest yag asidi (palmitik asit) uygulamasi ile insiilin direnci gelistirmeyi basardigimiz
C2C12 hiicrelerinde, insiilin sinyalizasyonunda fosforillenmeyle pek c¢ok yolagin
kontroliinii saglayan AKT proteinin p-AKT/AKT oranlarindaki degisimler (Western Blot
analizleri ile),

5) Insiilin direnci olusturulan C2C12 hiicrelerinde lipit metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan lipoprotein lipaz (LPL) enziminin protein seviyesindeki (Western Blot)
degisimlerin degerlendirilmesiyle gerceklestirilmistir. Bu asamada yapilan tim bu
caligmalarin degerlendirilmesi sonucu, EE fraksiyonlarindan en etkin alt fraksiyonlar
secilmis, secilen bu fraksiyonlarin igerik aydinlatma ¢alismalar1 yapilmistir.

Calismamn ii¢iincii asamasinda, Karabas otu sulu demlemesinden elde edilen etil
asetat ekstratinin tiim alt fraksiyonlar1 i¢in yap1 aydinlatma ve saflastirma g¢alismalari
tamamlanarak, igerigindeki bilesikler tanimlanmistir (Sekil 1.17). Sonrasinda, metabolik
sendrom ve komponentlerine karsi kullanilabilecek en etkin aday molekiillerin ortaya
c¢ikarilmasi i¢in ¢alismalara devam edilmistir.

Diger fraksiyonlara gore daha aktif oldugu tespit edilen 4 fraksiyondan (ES8, E9, E10,
E11) kromatografik yontemler kullanilarak saflastirma ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Saf
olarak elde edilen fitokimyasallardan en etkin molekiillerin tespit edilmesi amaciyla tekrar
tarama testleri yapilmistir. Buna gore molekiiller, yukaridaki tiim ¢aligmalar sonucunda en
onemli belirleyici olgiit oldugunu diisiindiigtimiiz H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik
glukoz iiretiminin 6l¢iimii, PEPCK ve G6Paz enzimlerinin gen eksprasyon seviyelerindeki
degisimler kullanilarak taranmistir. Bu genel tarama testlerinden elde edilen sonuglara gore
bazt molekiiller elenmis, kalan molekiiller ile ileri mekanizma ¢alismalari
gergeklestirilmistir. Etkin oldugu belirlenen saf molekiillerin;

1) Insiilin direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde p-AKTSer473/AKT, LPL proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinde yarattigi degisimler,

2) Insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde p-AKTSer473/AKT, IR-B, PPAR-y
proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde yarattig1 degisimler,

3) 3T3L1 hiicre hattinda gliserol salinimi iizerine etkileri,

4) BTC-6 beta pankreatik hiicrelerinde insiilin salinimi iizerine etkileri, GLUT2 protein
seviyesi ve glukokinaz enziminin mRNA eksprasyon seviyesi lzerine etkileri
degerlendirilmistir.

Calismanin  son asamasinda ise, yukarida ele alinan tiim parametreler

degerlendirildiginde insiilin direnci ve dislipidemiye karsi en etkin oldugunu
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diisiindiigiimiiz molekiillerin ve aktif ana ekstratin karaciger hiicre hatt1 transkriptomu
tizerine etkileri belirlenmistir. Ayrica, ¢aligma kapsaminda ilk defa izole edilen Kafeoyl
rosmarinik asit bilesiginin kronik inflamasyona karst koruyucu mekanizmasi ve
antioksidan enzimlerin mRNA seviyeleri lizerine etkileri gen sessizlestirme yontemi
kullanilarak aydinlatilmigtir.

Biitiin bu verilerin 15181nda, iilkemizde alternatif ve tamamlayici tedavide yaygin
olarak kullanilan Karabas otunun sulu demlemesi EE igerigindeki bilesenler ilk defa
tanimlanmis, bu bilesenlerin insiilin direnci ve dislipidemiye karsi potansiyel iyilestirici
etkisi ve molekiiler mekanizmalari ilk defa aydinlatilmistir. Metabolik sendromu olusturan
unsurlarin tedavisinde kullanilmak iizere yan etkisi diisiik multi-hedef dogal bitkisel
ajanlarin etkilerinin aydinlatilmasi, tedavide kullanilabilecek etkin gida takviyelerinin ve

ilag ham maddelerinin gelistirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Tez calismast kapsaminda yapilan literatiir taramalarinda, Lavandula stoechas
bitkisinin biyolojik aktivitelerinin gosterildigi ¢alismalarin biiyiik bir kisminda ugucu yagin
etkisi arastirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, i) Lavandula stoechas esansiyel yagimin giiglii
sekilde antibakteriyel aktivite gosterdigi (Dadaloglu ve Evrendilek, 2004), ii) bitkinin
yaprak kok ve govdesinden elde edilen esansiyel yaginin antifungal aktivitesinin oldugu
(Angioni ve ark., 2006), iii) Lavandula stoechas esansiyel yaginin antiinflamatuar ve
antifungal aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir (Zuzarte ve ark., 2013). Ayrica,
Lavandula stoechas bitkisi esansiyel yaginin antidiyabetik etkilerinin arastirildigi
caligmalar da mevcuttur. Sebai ve ark.’larinin (2013, 2015) gergeklestirdikleri iKi
calismada, alloksan ile diyabet modeli olusturulan siganlarda Lavandula stoechas esansiyel
yaginin uygulamasimnin kan glukoz seviyesini dengeledigi ve antioksidant enzimlerin
seviyesini artirdig1 gosterilmistir. Karabas otundan elde edilen ugucu yagin bilesenleri ve
etkileri tizerine ¢cok genis bir literatiir bilgisi olmasina ragmen (Cavanagh and Wilkinson,
2002; Chu and Kemper, 2001), sulu bilesenleri iizerine bilgiler son derece sinirhidir. Bu
bitkinin sulu bilesen polifenol igerigi tam olarak tanimlanmamustir. Literatiirde, i¢eriginde
flavon 7-glikozitler 6zellikle de, apigenin ve luteolin 7-O-glukozitlerin bulundugunu
gosteren sadece bir ¢caligma mevcuttur (Upson ve ark., 2000). Son zamanlarda yapilan bir
caligmada ise, luteolinin karaciger ve yag dokusu araciligiyla, insiilin duyarliligini
gelistirdigi ve diyetle indiiklenen obezitenin zararli etkilerini iyilestirdigi gosterilmistir
(Kwon ve ark., 2015). Yapilan baska bir g¢alismada, bitkinin sulu bilesenlerinden
apigeninin, yiiksek yagl diyetle indiiklenen obez farelerde pro-inflamatuar molekiillerin
plazma seviyelerini ve aglik kan sekeri seviyesini diisiirdiigii rapor edilmistir. Bu
caligmada, apigeninin anti-hiperglisemik etkisini, insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve
glukoneojenik enzim aktivitelerini baskilayarak ortaya koydugu gosterilmistir (Jung ve
ark., 2016).

Anadolu'da yapilan etnobotanik ¢alismalarin 6nemli bir kismi, esansiyel yagdan
ziyade, Lavandula stoechas bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ¢aymn MetS ile
iliskili kalp hastaligi, yiliksek kolesterol, ateroskleroz, hiperglisemi, seker hastaligi,
hipertansiyon ve obezite gibi metabolik bozukluklarin tedavisinde geleneksel olarak
kullanildigin1 gostermistir (Abay ve Kilig, 2001; Bulut, 2006; Tuzlaci1 ve Aymaz, 2001;
2001; Ugulu ve ark., 2009). Bu bitkinin sulu ekstratinin halk arasinda MetS ile iligkili
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cesitli patolojik kosullara karsi etkili bir sekilde kullanilmasina ragmen, yapilan literatiir
taramalarinda sulu ekstrati ile herhangi bir biyoaktivite ¢alismasiyla karsilagilmamistir. Bu
nedenle tez calismasinda, L. stoechas sulu ekstraktinin, fenolik bilesenleri tanimlanarak, in
vitro hiicre tabanli biyoassayler kullanilarak potansiyel iyilestirici etkileri ve molekiiler

mekanizmalar1 aydinlatilmigtir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tez Cahsmasinda Kullanilan Kimyasallar

Yiiksek glukoz iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (D6429),
Diisiik glukoz iceren DMEM (D5546), glukoz icermeyen DMEM (D5030), 8-CTP-AMP
8-(4-Klorofeniltio) adenozin 3',5'-siklik monofosfat sodyum tuzu (C3912), gallik asit
(G7384), 3-1zobutil-1-metilksantin (IBMX; 15879), MTT [3-(4, 5-dimetil-2-thiazolil)-2, 5-
difeniltetrazolyum bromid] (M5655), sodyum piruvat (P5280), sodyum laktat (L7022),
human insiilin (91077C), metformin (PHR1084), bovine insiilin (I0516), serbest yag asidi
icermeyen BSA (sigir serum albumin; A6003), metanol (24229), tripan blue soliisyonu
(T8154), siilfiirik asit (07208), dimetil silfoksit (DMSO; D2650), sodium palmitat
(P9767), N, N-metilenbisakrilamid (M7256), lipopolisakkarit (LPS; E.coli 0111:B4
L4391) Sigma Aldrich (St Louis, Missouri, USA) marka satin alinmistir.

PureLink® RNA mini kit (12183018A), TRIzol® (15596018), tripsin-EDTA
(25200056), cDNA sentez kiti (4368814), DNaz | (AM2222), TagMan® PCR Master Mix
(4369016), TagMan® Probe PEPCK, TagMan® Probe G6Paz, TagMan® Probe B-aktin,
TagMan® Probe Nrf-2, TagMan® Probe iNOS, TagMan® Probe HO-1, TagMan® Probe
NQO1, Microamp Fast Optical 96 Well plate (4346906), Microamp Optical Adhesive Film
(4360954), fetal sigir serum (FBS, 10270106), penisilin-streptomisin (15140122),
Lipofectamine™ 2000 Transfeksiyon Reaktifi (11668027), Opti-MEM (31985-070), pre-
designed Silencer® Nrf-2 siRNA (4390771), silencer® Select Negatif Kontrol siRNA
(4390843) Life Technologies, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA) marka satin
alinmistir.

Glukokinaz ve B-aktin primerleri Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA)
marka satin alinmstir.

ECL Western blotting luminol soliisyonu (sc-2048), dimetil siilfoksit (DMSO; sc-
358801), yagsiz siit tozu (sc-2324), bikinkoninik asit protein assay kit (BCA; Intron Bio
21071), primer antikorlar; anti-insiilin reseptor B (IR-B, sc-711), anti- glukoz transporter 2
(GLUTZ2; sc-9117), anti fosfo-protein kinaz B (p-AKTSer473; sc-7985), anti- protein kinaz
B (AKT; sc-5298), anti-lipoprotein lipaz (LPL; sc-32885), anti peroksizom proliferator-
aktive edilmis reseptor-y (PPAR-y; sc-7196), anti fosfo-insiilin reseptor substrat-1 (p-IRS-
1 Ser307; sc-33956), anti glukoz transporter-4 (GLUT-4; sc-53566), sekonder antikorlar;
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goat anti rabbit (sc-2030), goat anti mouse (sc-2031), dankey anti goat (sc-2020) Santa
Cruz Biotechnology (Bergheimer, Heidelberg, Germany) marka satin alinmstir.

BSA fraksiyon V (ALB002), sodyum dodesil siilfat (SDS; SDS001), tris (2-amino-2-
hidroksimetil-propan-1,3-diol  (TRS001), tween-20 (TWN510.500), triton X-100
(TRXT777), glisin (GLNO001), BioShop Canada (Mainway, Burlington, Ontario) marka satin
alimmustr.

Détero DMSO (ds- M103424.0100), metanol (106009.2500), dotero metanol (ds-
M106028.0100), formik asit (M100263.2500), sodyum karbonat (Na.COs; 106392),
potasyum kloriir (KCI; 104936), gliserol (104093), kloroform (102431), folin fenol reaktifi
(109001), hidroklorik asit (HCI; 1003142), 2-propanol (100995), sodyum kloriir (NaCl,
106404), sodyum hidroksit (NaOH; 106462), kloroform (102445.2500), potasyum
dihidrojen fosfat (KH2PO4; 104873), aseton (100013.2500), dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPOg4; 105101), TLC silika jel60 (GF2s4) E. Merck (Darmstadt, Germany) marka satin
alinmistir.

Redisep-Gold flash kromatografisi kolonlar1 (40 gram, Ters faz C18 kolonlari-
Katalog No: 69-2203-413), amonyum persiilfat (APS; A1142), Tetrametil-etilen-diamin
(TEMED; A1148) Applichem (Ottoweg, Darmstadt, Germany) marka satin alinmistir.

Bisakrilamid (0172), akrilamid (O341) Amresco Biochemicals (Parkway Cleveland,
OH, ABD) markasindan satin alinmistir. Deksametazon (1042), glukoz assay kit (K606),
glukoz alim kiti (K676), lipoliz kiti (K577), BioVision Incorporated (Headquarters,
Milpitas, California) marka satin alinmustir.

ELISA fare insiilin salinim kiti RayBiotech (Norcross, Georgia, ABD) marka satin
alinmustir.

Diger gerekli maddeler yiiksek saflik derecesine sahip, deneylerde kullanilabilecek
diizeydedir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda dikey elektroforez sistemi (BioRad), elektroblotter (Thermo Fisher
Scientific), Step One Plus® Real-Time PCR sistemi (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific), Esco cell culture CO; inkiibator, Nordicsafe Esco sentirel Gold (Class 11 BSC),
BioSan TS-100 1siticili ¢alkalayici, sogutmali santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro 200R,
Hettich Zentrifugen Universal 320), Hanna Instruments HI2211 pH metre, C-DiGit® Blot
Scanner-LI-COR Biosciences, Major-Science (MS) Waver Shaker, HPLC-TOF/MS
(Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC System), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR-
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Marka: Agilent 600 MHz, model: 600/54 ASC-premium compact), flash kromatografisi
(Combi Flash Rf-TELEDYNE ISCO), NanoQuant (Tecan Infinite® M200 PRO) cihazlari

kullanilmustir.

3.1.3 Karabas Otunun Temini ve Teshisi

Calismada kullanilan Karabag otu 2014 yili Nisan ayinda Canakkale ili Bayramig
ilgesinin Palamutoba kdyiinden 39° 52" 55.22" K, 26° 32’ 59.53" D ve 256 m rakimdan taze
olarak toplamistir. Bitkinin teshisi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii 06gretim {iyesi Dog¢. Dr. Ersin Karabacak tarafindan
gerceklestirilmis ve kurutulmus bir 6rnek Canakkale Botanik Bahgesi Herbaryumu
(CBB)’da 000 937 kayit numarasi ile korumaya alinmistir. Toplanan bitkiler 151k almayan,

serin ve kuru bir ortamda kurutularak ekstraksiyon islemleri i¢in hazir hale getirilmistir.

3.1.4 Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar1

Tez calisgmasinda kullandigimiz C2C12 (ATCC® CRL-1772™), H4lIE (ATCC®
CRL-1548™), 3T3L1 (ATCC® CL-173™), RAW264.7 (ATCC® TIB-71™) ve BTC-6
(ATCC® CRL-11506™) hiicre hatlar1t ATCC (American Type Culture Collection) marka
olup, ilk dort hiicre hatti Prof. Dr. llya Raskin (Department of Plant Biology and
Pathology, Rutgers University, New Jersey, USA) tarafindan laboratuvarimizda yapilan
calismalarda kullanilmak {izere hediye edilmistir. BTC-6 hiicre hatti, Pamukkale
Universitesi dgretim iiyesi Prof. Dr. Alaattin Sen tarafindan laboratuvarimizda yapilan

caligmalarda kullanilmak {izere hediye edilmistir.

3.2. Yontem

Tez g¢alismast kapsaminda kullanilacak sarf malzeme ve bitki materyalinin temin
edilmesinin ardindan kurutulmus Karabas otunun sulu demlemesi hazirlanarak, asagida
detaylar1 verildigi iizere etil asetat ve n-biitanol ekstratlar1 elde edilmistir. Ekstratlarin elde
edilmesinin ardindan total polifenol miktarlar1 tayin edilmistir. Ekstratlar, fraksiyonlar ve
saf maddelerin hiicre hatlarina uygulanacak giivenli dozlarini belirlemek i¢in, tiim hiicre
hatlarinda MTT testi yapilarak hiicre canlili@i tespit edilmistir. Temin edilen hiicre
hatlarinin (H411E, C2C12, 3T3L1, RAW264.7, BTC-6) laboratuvar ortamina adaptasyonu
saglanmis, biiylimeleri ve pasajlanmalar1 yapilarak calisma siiresince yetecek miktarda sivi
azot tankinda stoklar olusturulmustur. Ayrica, C2C12 miyoblast hiicrelerinin miyotiip

hiicrelerine farklilagmasi i¢in optimizasyon ¢alismalart yapilmistir. Ayni sekilde 3T3L1
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hiicrelerinin farklilagmasi i¢in de optimizasyon calismalart yapilmis ve Oil red boyama ile
dogrulanmistir. Sonrasinda, hiicre tabanli biyoaktivite rehberli fraksiyonlama ydntemi
kullanilarak ekstrat/fraksiyon/saf bilesikler ile insiilin direnci ve dislipidemiye karsi

etkinlik ve tarama ¢alismalar1 asagida detaylar1 verildigi iizere gerceklestirilmistir.

3.2.1. Karabas Otundan Farkhh Coziiciillerle Ekstratlarin Hazirlanmasi,
Fraksiyonlanmasi, Saflastirma ve Icerik Aydinlatma Analizleri

Karabas otunun ¢esitli ¢oOziciler ile ekstratlarinin hazirlanmasi, ekstratlarin
fraksiyonlanmasi, fraksiyonlarin igerigindeki molekiillerin saflastirilmast  ve bu
molekiillerin yap1 analizleri, 112T442 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda Cankiri
Karatekin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr.
Ibrahim Demirtas ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir. Kimyasal analizlerin
gerceklestirilmesinde kullanilan yontemlere Boliim 3.2.1.1- 3.2.1.7°de ayrintilariyla yer

verilmigtir.

3.2.1.1. Ekstraksiyon Islemleri

Ekstraksiyon islemleri igin dncelikle kurutulmus bitki 6rnegi (2430 Q) sivi azot ile
ogiitiillerek toz haline getirilmistir. Silifli balona konulan 80 g toz haldeki bitki 6rneginin
tizerine 200 mL deiyonize saf su ilave edilerek neo-clavenger aparati yardimiyla (Sekil
3.1.a) 3-4 saat siireyle kaynatilarak sulu demlemesi yapilmistir. Kalan bitki 6rnegi 80 g
ornekler halinde ayni isleme tabi tutularak sulu demleme islemi tamamlanmis ve tim
ornekler birlestirilmistir. Demlemenin ardindan sulu kisim ve posayi ayirmak i¢in 6rnek
stizliliip oda sicakligina gelmesi saglanmistir. Oda sicakligina gelen sulu kisim ektraksiyon
islemi i¢in ayirma hunisine koyularak tizerine etil asetat ¢6ziiciisii eklenmistir (Sekil 3.1.b).
Etil asetat ile ekstraksiyon sonucunda alt faz su fazi, iist faz etil asetat fazi olarak
ayrilmigtir. Etil asetat fazina bir sey geg¢emeyene kadar bu isleme devam edilmistir.
Sonrasinda etil asetat fazinin ¢oziiciisii buharlastirilarak etil asetat ekstrati (EE) elde
edilmistir. Elde edilen EE etiketlenerek biyoaktivite ¢alismalarinda kullanilmak iizere -20
°C’ ye kaldirilmistir. Etil asetat ile ekstraksiyonundan ayrilan sulu kisim daha sonra n-
biitanol ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Elde edilen n-biitanol fazi farkli bir kaba
alinarak evaporasyon ile ¢oziiclisii uzaklastirilmistir. Bu ekstrat, BE olarak etiketlenerek
biyoaktivite c¢alismalarinda kullanilmak {izere -20 °C’ ye kaldirilmistir. Karabas otu
bitkisinin su ile kaynatilmasi sonucu yapilan tiim ekstraksiyon islemlerinin ardindan 58,59
g EE ve 10,02 g BE elde edilmistir.
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Sekil 3.1. a) Neo-clavenger aparati yardimiyla Karabas otunun sulu demlemesi, b) Coziicii

ile ekstraksiyon iglemi

Ekstraksiyon islemlerinin ardindan ekstratlarla gerceklestirilen biyoaktivite
calismalar1 sonucunda, EE’nin BE’ye gore daha aktif oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle,
calismanin devaminda biyoaktivite rehberli farksiyonlama islemleri ve fenolik igerik

analizi belirleme ¢alismalarina EE ile devam edilmistir.

3.2.1.2. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Analizi

Biyoaktivite rehberli taramalar sonucu aktif oldugu diisiiniilen EE’ nin fenolik bilesen
grubunu ortaya ¢ikarmak igin ITK analizi yapilmistir. Bu analiz i¢in &ncelikle, EE nin
yiiksek oranda ¢Oziiniirligii saglanmistir. Sonrasinda EE, TLC silika jel 60 kapli hazir
aliiminyum plakaya uygulanarak uygun ¢éziicii sistemlerinde yiiriitiilmiistiir. i¢erigindeki
molekiillere ait spotlar 254 nm’de UV 1sik altinda incelenmistir. Spot renklerinin
goriintirliigiiniin artirilmasi i¢in silika jel plakalaria serik siilfat (seryum siilfat) belirteci
piiskiirtiilerek 100 °C sicaklikta olusan spot renkleri incelenmistir. Spot renklerinin
goriiniirligiiniin artirilmasi i¢in % 10 oraninda siilfiirik asit (H2SO4) igeren etanol belirteci
piiskiirtiiliip 135 "C’de olusan renkler degerlendirilmistir. EE’nin ITK gériiniimleri Sekil

3.2 de verilmistir.

Sekil 3.2. EE’nin ince tabaka kromatografisi goriintiileri
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3.2.1.3 HPLC-TOF/MS Analizi

EE’nin fenolik bilesen igeriginin aydinlatilmas: amaciyla analitik ayirmayi saglayan
HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) cihazi kulanilmistir. Calismada, ugucu
olmayan veya sicaklikla kolayca bozulan bilesiklerin ayrilmasini saglamasinin yani sira,
duyarli olmast ve kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi nedeniyle Agilent
technologies 1260 infinity LC, Agilent technologies 6210 TOF-MS cihazi tercih edilmistir.
EE ile yapilan HPLC analizleri Cankir1 Karatekin Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
boliimiinde hizmet alimu ile gergeklestirilmistir.

Bu analiz icin EE, kiiciik deney tiiplerine 2 mg olacak sekilde ayrilmistir. Sonrasinda
tiiplerdeki ekstratlara 2 mL metanol (HPLC grade) eklenerek ekstratin ultrasonik su
banyosunda (Sellecta Ultrasons-H) ¢6ziinmesi saglanmistir. Ekstrat tamamen ¢oziildiikten
sonra, 1000 ppm ve 250 ppm konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Elde edilen
¢ozeltiler HPLC-TOF/MS tiiplerine aktarilarak analiz ig¢in hazirlanmigtir. EE’nin HPLC-
TOF/MS analizi igin hazirlanma asamalar1 Sekil 3.3’ de goriilmektedir.

Sekil 3.3. EE’ nin HPLC-TOF/MS analizi 6ncesi hazirlanma asamalari

Bu islemlerin ardindan ekstratin  Kantitatif analizi i¢in, 25000 ppm
konsantrasyonunda hazirlanan standartlar HPLC-TOF cihazinda Oolgiilerek kullanilan
programin uygunlugu degerlendirilmistir. Uygunlugun kontrol edilmesinin ardindan
tiiplere hazirlanan ekstratlarin analizleri gergeklestirilmistir (Agilent technologies 1260
infinity LC, Agilent technologies 6210 TOF-MS). Hazirlanan her ekstrat igin 1000 ppm
stok ¢ozelti ve bu stok ¢ozeltiden 250 ppm konsantrasyonda yeni seyreltmeler yapilmistir.
Tim bu ¢ozeltiler HPLC-TOF/MS tiiplerine aktarilmistir. Analiz i¢in kolon sicakligi 35
°C, cihazin enjeksiyon hacmi 10 pl, kullanilan kolon modeli de ZORBAX SB-C18 4,6x100
mm, 3,5 um’dir. Fenolik bilesen igeriginin aydinlatilmasi i¢in kullanilan HPLC mobil faz

programi Cizelge 3.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.1. HPLC mobil faz programi
No Zaman (dk) % 0,1 Formik asit iceren dH20 Asetonitril

1 0 % 90 % 10
2 1 % 90 % 10
3 20 % 50 % 50
4 23 % 20 % 80
5 25 % 90 % 10
6 30 % 90 % 10

3.2.1.4 GC-MS Analizi (Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometri)

GC-MS analizleri Agilent Technologies marka (GC 7890A equipped 5975 Triple
Axis Detector) kiitle spektroskopisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu analizler i¢in,
HP5-MS Kolon (60 m x 320 m x 0,25 m), elektron iyonlagtirma enerjisi ve 70 eV’lik enerji
kullanilmistir. Tastyic1 gaz olarak dakikada 1 mL/min akis hiz1 ile helyum kullanilmistir.
Analiz, Splitless modda injeksiyon hacmi 1 L olacak sekilde gerceklestirilmistir. Analiz
edilen bilesiklerin yapilar1 cihazdaki Famedb23, Famdbwax and NISTO05a
kiitiiphanelerinde taranarak belirlenmisti. GC-MS analizlerinin asamalar1 asagida

ayrintilartyla verilmistir.

3.2.1.4.1. Sililleme Prosiidiirii

Bu analiz i¢in oncelikle, EE’nin 1 mL metanol ile tiip igerisinde ¢dzlinmesi
saglanarak homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Daha sonra bu ¢ozelti tizerine 300 pl
kloroform eklenerek 12,000 rpm’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Boylece apolar 6zellikli
maddeler kloroform fazina ge¢mesi saglanarak tiipiin alt kisminda olusan ¢okelti elimine
edilmistir. Santrifiij sonrasinda kloroform fazi yeni bir ependorfa alinip iizerine 300 pl
kloroform eklenerek 12,000 rpm’de 10 dk siire ile tekrar santrifiij yapilmistir. Elde edilen
supernatanttan 100 pl yeni ependorfa alinarak sililleme islemine geg¢ilmistir. Ependorf tiip
icerisindeki ¢Oziiciilerin ugurulmasi i¢in hizli vakum konsantratorii (SpeedVac, Savant
DNA 120, Thermo Scientific) kullanilmigtir. Tiipler icerisindeki ¢oziicii uzaklastirildiktan
sonra, her bir tipe 30 mg/mL piridin igerisinde ¢oziinmiis olan 20 pul
metoksiaminhidroklorid ilave edilerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda her bir tiipe 40 ul MSTFA (N-metil-N-[trimetilsilil] triflorasetamid eklenmistir.
Elde edilen 60 pl’lik son hacim GC-MS kilcal tiiplerine aktarilarak analize hazir hale

getirilmistir.
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3.2.1.4.2. GC-MS Firin Program

GC-MS firin programi igin yapilan optimizasyon sonucunda baslangi¢c sicakligi
100°C olarak belirlenerek program baglatilmistir. Bu sicaklikta 10 dk’lik inkiibasyonun
ardindan dakikada 5°C artisla sicaklik 200 °C’ye ¢ikarilip bu sicaklikta 20 dk tutulmustur.
Yine dakikada 5°C’lik artigla sicaklik 270 °C’ye yiikseltilerek bu sicaklikta 36 dk
bekletilmistir. EE’nin GC-MS analizi ile yapilan igerik belirleme caligmalarinda EKI1
Cizelge 1.1° de verilen bilesikler tespit edilmistir.

3.2.1.5. EE’nin Kolon Kromatografisi ile Ayristirilmasi

Hiicre tabanli in vitro yontemler kullanilarak gerceklestirilen biyoaktivite rehberli
tarama sonuglarina gore, EE en aktif ekstrat olarak belirlenmis ve etken bilesiklerin
belirlenmesi i¢in kolon kromatografisi kullanilarak fraksiyonlarma ayristirilmistir. Bu
analizde, Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesi olarak segilmistir. Kromotografiye
baslamadan 24 saat once Sephadex LH-20 dolgu maddesi metanol ¢oziiciisii ile muamele
edilmistir. Sonrasinda yeterli sisme kapasitesine ulagsmasi i¢in metanol/kloroform (% 35/%
65) karisiminda bekletilmistir. Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesi, Sekil 3.4° de
goriildiigii gibi 2 mm dis ¢ap ve 1,8 mm i¢ ¢apa sahip, 80 cm uzunlugunda sinterli teflon
musluklu kolon igerisine doldurulmustur. Kolondan metanol/kloroform (% 35/% 65)
karigimi siirekli gegirilerek yaklasik 1 g EE kolona uygulanmigtir. Musluk yavas bir
sekilde akis saglanacak sekilde agilarak fraksiyonlar toplanmistir. Her bir fraksiyon tipii
en fazla 2-3 mL olacak sekilde Sabit ¢oziicii karigimiyla fraksiyonlandirma islemi
yapilarak, 63 fraksiyon elde edilmistir. ITK kontrolii ile kromatografik islemin
sonlandirilmasina karar verilmistir. Benzer fraksiyonlar ITK kontrolii ile birlestirilerek
toplamda 12 (Fraksiyon kodlari: E1—E12) fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlarin
saflik kontrolleri igerik analizleri ya da birlestirilme analizleri HPLC-TOF/MS (Agilent) ve
600 MHz’ lik NMR cihaz1 (Agilent) ile belirlenmistir. Elde edilen fraksiyonlarin

adlandirilmas1 Arastirma Bulgular1 Cizelge 4.1 de verilmistir.

Sekil 3.4. EE’nin Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesine uygulanmasi
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3.2.1.6. Biyoaktif Fraksiyonlarin Flash Kromotografi ile Ayristirilmasi

Orta basingli s1vi kromatografisi olarak bilinen Flash Kromatografisi olduk¢a hassas,
hesapli ve kisa zamanda gergeklestirilen, ¢oklu dalga boyu secebilme 6zelligine ve genis
dalga boyu araligina sahip bir yontemdir. Bu kromotografik ayrimda diisiik miktardaki
maddelerin uygun kolon (kartus) ile ayrilmasi saglanmaktadir. Bu ¢alismada biyoaktif EE
fraksiyonlarinin ayristirilmasi igin Flash Kromatografisi kullanilmigtir (Sekil 3.5.a). Flash
kromatografisi i¢in, 40 g HP silika igeren, 200 psi (14 bar) max. basinca dayanikli, 6 mg-
200 mg arasindaki O6rnek miktarin1 ayirabilme oOzelliklerine sahip kolon (Redi Sep RF-
GOLD) kullanilmistir (Sekil 3.5.b). Bu analiz i¢in, 6ncelikle Karabas otundan elde edilen
EE homojenize edilebilmesi i¢in silika jele emdirilmistir. Bu islemde yaklagik 6 g ekstrat 6
g silika jel 60 GF2s4 kullanilarak, 1/1 oraninda elusyon yapilmistir (Sekil 3.5 c). Sonrasinda

karisim igerisinde ¢oziicii kalmayacak sekilde ¢oziiclinlin ugurulmasi saglanmistir.

Sekil 3.5. a) EE Fraksiyonlarinin ayristirilmasi i¢in kullanilan flash kromatografisi, b)
Flash kromatografisi kolonlar1 (kartuslart), ¢) EE

Flash kromatografisi i¢in UV taramalar1 sonucunda 280 ve 360 nm dalga boylarinda
ayrim gergeklestirilmistir. Secilen iki dalga boyunda gelecek maddeler tiiplere toplanirken,
diger biitiin renkli ve renksiz bilesikler ¢op olarak toplanmistir. Rackler igerisindeki tiiplere
en fazla 15 mL ¢o6ziicii toplanacak sekilde program olusturulmustur. Diigiik polariteli
¢oziicli sistemlerinden baslanarak yiiksek polariteli ¢oziici sistemine dogru c¢oziicii
karigimlart kullanmilmistir. Flash kolonu once dakikada 35 mL akis hizi olacak sekilde
hekzan 1ile sartlandirilmisti. Daha sonra uygun ¢Oziicii sistemlerinde ayrim
gerceklestirilmistir. Bu analizdeki fraksiyon araliklar1 ve kullanilan ¢oziicii sistemleri

Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Flash Kromatografisi fraksiyon aralig1 ve ¢oziicii sistemleri

Coziicii Sistemi

Zamam arahg

Fraksiyonlar

% 100 Hekzan 0-3 dk W-1

% 100 Hekzan 3.1-4.7 dk Rack-1
% 100 Hekzan 4.8-5.3 dk W-2a

% 100 Hekzan 5.4-6.5 dk Rack-1
% 100 Hekzan  6.6-25 dk W-2b

%0 100 Hekzan 25-31 dk W-3
%50 CH.ClI; 31-43 dk W-4
%50 Hekzan

%50 CH.ClI, 43-63 dk W-5
%050 Hekzan

%50 CH.ClI; 63-80 dk W-6
%050 Hekzan

Karisim 80-83 dk wW-7
%100 83-101 dk Rack-1
Kloroform

%100 101-108 dk W-8
Kloroform

%100 109-120 dk W-9
Kloroform

%100 120-136 dk W-10
Kloroform

Karisim 136-140 dk W-11
%05 Aseton 140-164 dk Rack-1
%095 Kloroform

%05 Aseton 164-218 dk Rack-2
%095 Kloroform

%010 Aseton 218-264 dk Rack-2
%090 Kloroform

%025 Aseton 264-300 dk Rack-2
%75 Kloroform

%050 Aseton 0-2.4 dk W-12
%50 Kloroform

%50 Aseton 2.4-51 dk Rack-1 (301.fr)
%050 Kloroform

%50 Aseton 51-82 dk Rack-2 (382.fr)
%50 Kloroform

%50 Aseton 82-116 dk Rack-2 (435.1r)
%050 Metanol

%50 Metanol 116-135 dk FR-21-24

3.2.1.7. Fraksiyonlarin izolasyon Calismalar:

Fraksiyonlandirma sonucunda elde edilen 12 fraksiyondan El1, E2 ve E3
fraksiyonlarinin NMR analizi sonucunda ¢oziicliye ait pikler disinda herhangi bir pik
goriilmemistir. Bundan dolay1 bu fraksiyonlar pozitif ve negatif modlarda HPLC-TOF/MS
cithazinda analiz edilmistir. Elde edilen analiz sonucuna gore ise, herhangi bir bilesige ait

kromatogram ve iyon kiitlesi goriilmemistir. Madde miktar1 bakimindan da az olan bu

49



fraksiyonlar bahsedilen sebepten dolayr calisma disinda birakilmistir. Ayrica, madde
miktar1 bakimindan az olan E11 ve E12 fraksiyonlari ise, E10 fraksiyonu ile birlestirilerek
izolasyon calismalarina devam edilmistir. Biyoaktivite rehberli tarama ¢aligsmalar1 sonucu
hedeflenen etkiyi gosteren E8, E9, E10 fraksiyonlariyla etken madde aydinlatma ve
saflagtirma ¢aligmalarina devam edilmistir. Elde edilen aktif fraksiyonlarla gergeklestirilen

izolasyon ¢aligmalarinin ayrintilar1 agagida verilmektedir.

3.2.1.7.1. E8 Fraksiyonunun Izolasyon Calismasi

Sephadex LH-20 ile elde edilen E8 fraksiyonunun Flash Kromatografisi ile
izolasyonu gergeklestirilmistir. Apolar dolgu maddesine sahip C18 (24 g) Kkartus
kullanilarak 280 ve 700 nm dalga boylari arasinda ayrim gerceklestirilmistir. Sivi
enjeksiyon portu yardimiyla maddenin kolona yiikleme islemi yapilmistir. Kromatografi
isleminde mobil faz % 100 su ile baslatilmig, sonrasinda % 10’luk metanol artis
gradiyentleri ile fraksiyonlar tiiplere toplanmistir. Absorbans vermeyen maddeler 150 mL
hacimlerde toplamilmustir. Benzer fraksiyonlar ITK yardimu ile birlestirilerek az bir ¢oziicii
icerisinde kristallenmeye birakilmistir. Olusan kristaller 400-500 pl détero metanol (ds-
Metanol) veya dotero DMSO (ds-DMSO) ile ¢oziilerek 1D ve 2D NMR datalari ile yap1

analizi yapilmistir.

3.2.1.7.2. E9 Fraksiyonunun izolasyon Calismasi

EE’nin Sephadex LH-20 ile elde edilen, aktivite degeri yiiksek olan E9
fraksiyonundan  Flash ~ Kromatografisi  ile  sekonder = metabolit izolasyonu
gerceklestirilmistir. Apolar dolgu maddesine sahip C18 (24 g) kartus kullanilarak 280 ve
700 nm dalga boylar1 arasinda ayrim gerceklestirilmistir. Sivi enjeksiyon portu yardimiyla
maddenin kolona yiikleme iglemi yapilmistir. Kromatografi isleminde mobil faz % 100 su
ile baslatilmig, sonrasinda % 10’luk metanol artis gradientleri ile fraksiyonlar tiiplere
toplanmistir. Absorbans vermeyen maddeler 150 mL hacimlerde toplanilmistir. Benzer
fraksiyonlar ITK yardimi ile birlestirilmistir. Bu fraksiyonlar iizerinden tekrar kiigiik
kolonlar igerisinde silikajel dolgu maddesi kullanilarak bilesik izolasyonlar
gergeklestirilmistir. ITK sonuglarina gére saf olan maddeler 400-500 pl détero metanol
(ds-Metanol) veya dotero DMSO (ds-DMSO) ile ¢oziilerek 1D ve 2D NMR datalari ile

yapt analizi yapilmstir.
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3.2.1.7.3. E10 Fraksiyonunun izolasyon Calismasi

EE’nin Sephadex LH-20 ile ayristirmasi sonucu elde edilen fraksiyonlardan aktivite
degeri yiiksek olan E10 fraksiyonundan flash kromatografisi ile sekonder metabolit
izolasyonu gergeklestirilmistir. Apolar dolgu maddesine sahip C18 (24 g) Kkartus
kullanilarak 280 ve 700 nm dalga boylar1 arasinda ayrim gergeklestirilmistir.  Sivi
enjeksiyon portu yardimiyla maddenin kolona yiikleme islemi yapilmistir. Kromatografi
isleminde mobil faz % 100 su ile baslatilmig, sonrasinda % 10’luk metanol artig
gradientleri ile fraksiyonlar tiiplere toplanmistir. Absorbans vermeyen maddeler 150 mL
hacimlerde toplanilmustir. Benzer fraksiyonlar ITK yardimi ile birlestirilmistir. Bu
fraksiyonlar iizerinden tekrar kiigiik kolonlar icerisinde silikajel dolgu maddesi kullanilarak
bilesik izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Saf olan maddeler 400-500 pl détero metanol (ds-
Metanol) veya détero DMSO (de-DMSO) ile ¢oziilerek 1D ve 2D NMR datalar1 ile yap1

analizi yapilmistir.

3.2.1.7.4. E8, E9 ve E10 Fraksiyonlarmn I¢erigindeki Molekiillerin Yapilarinin
Aydinlatilmasi

Flash kromatografisinden toplanan fraksiyonlarn ITK analizi ile safliklar
degerlendirilmistir. Molekiillerin yap1 analizleri icin NMR teknigi kullanilmistir. Bu analiz
icin Ornekler de-Aseton igerisinde ¢oziilerek 600 MHz NMR cihaz1 ile igerigindeki
bilesiklerin yapisi belirlenmistir. Bilesiklerin yapisindaki karbon ve protonlarin varligi,
bunlarin molekiildeki konumlar1 ve uzaysal olarak yonlenmesi 1D ve 2D NMR teknikleri
ile belirlenmistir. EK 2 Sekil 2.1-2.4’de E8 fraksiyonundan, EK 2 Sekil 2.5’de E9
fraksiyonundan, EK 2 Sekil 2.6-2.7°de E10 fraksiyonundan izole edilen bilesiklere ve
NMR verilerine detayli sekilde yer verilmistir. Ust kisimda da bahsedildigi iizere, bu
boliime kadar yapilan kimyasal analizler Cankir1 Karatekin Universitesi Kimya Boliimii

ogretim iiyesi Prof.Dr. ibrahim Demirtas ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir.

3.2.2. EE ve BE’nin Total Polifenol Miktarlarimin Belirlenmesi

EE ve BE’nin total polifenol miktar1 Cheng ve ark.,’lar1 (2012) tarafindan modifiye
edilen Folin-Ciocalteu yontemi (Singleton ve ark., 1965) kullanilarak belirlenmistir. Bu
yontem, ekstratlarin icerigindeki fenoliklerin hidroksil gruplarinin spesifik redoks reaktifi
olan Folin-Ciocalteu ile tepkimesi sonucu olusan mavi renkli kompleksin Ol¢iimiine
dayanmaktadir. Analiz i¢in oncelikle EE ve BE 1N Folin-Ciocalteu reaktifi (1:1, % 50
etanol ile seyreltilmis) ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan % 20’ lik
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Na2COj3 eklenen drnekler, 40 °C” de 20 dk daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodunun
ardindan karigim 16,000xg’ de 30 sn santrifiij edilerek elde edilen supernatantin 100 pl’si
96 kuyucuklu plakaya koyulmustur. Tepkime sonucu olusan kompleksin verdigi absorbans
760 nm’ de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen total polifenol miktarlari, gallik asit standardiyla

olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.3. Hiicre Biiyiitme ve Pasajlama Calismalari

Calismada kullanilan tiim hiicre hatlarimin (H4IIE: sican hepatoma hiicre hatti;
C2C12: fare miyoblast hiicre hatti; 3T3L1: fare preadiposit hiicre hatti, RAW264.7: fare
makrofaj hiicre hatti, BTC-6: fare pankreatik insiilinoma hiicre hatt1) laboratuvar ortamina
adaptasyonu saglanmis, biiylimeleri ve pasajlanmalart yapilarak ¢alisma siiresince yetecek
miktarda stoklar olusturulmustur. Calismada kullanilan tiim hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi
ve pasajlanma islemleri, % 10 FBS DMEM besiyeri igerisinde 37 °C, % 5 CO2 ve % 95
nem igeren ortamda yapilmistir. Pasajlama iglemleri igin hiicreler % 90 yogunluga
ulastiklarinda, % 0,25 Tripsin-EDTA ile flask yiizeyinden kaldirilarak 2000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmis, uygun miktardaki besiyerinde ¢6ziilmiistiir. Sonrasinda deney protokiiliine
uygun sekilde uygulama plakalarina ve biiylitme flasklarina ekilerek ¢alismalara devam

edilmistir.

3.2.4. C2C12 ve 3T3L1 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi

C2C12 hiicrelerinin farklilasmasinin gézlemlenebilmesi i¢in hiicreler, 24 kuyucuklu
plakaya 4x10* 6 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuk 12x10* hiicre igerecek sekilde
biiylime besiyeri (% 10 FBS iceren DMEM) igerisinde ekilmistir. 2 giin sonunda % 90
oraninda biiyiiyen hiicrelerin besiyeri farklilasma besiyeri (% 2 at serumu iceren fenol
kirmizis1 igermeyen DMEM) ile degistirilmistir. Farklilasma besiyeri 2 ve 3. giinlerde
tazelenmistir. 4. giiniin sonunda hiicrelerin birbirleriyle birleserek besiyeri igerisine niiklear
debriz salgiladiklar1 ve tamamen uzamis kas (miyotlip) hiicreleri formuna gectigi
gozlemlenmistir. Boliim 4 Aragtirma Bulgular Sekil 4.2” de farklilagarak miyotiip formuna
gecen hiicreler goriilmektedir.

Calismada kullanilan bir diger hiicre hatti 3T3L1 preadipositlerinin olgun
adipositlere farklilagmasini saglamak amaciyla, hiicreler 24 kuyucuklu plakaya her bir
kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde ekspansiyon besiyeri [% 10 bovine calf serum
(BCS) igeren DMEM] igerisinde ekilmistir. 2. giin sonunda besiyeri yenilenerek, 2 giin

daha preadiposit ekspansiyonu saglanmistir. 4. giinde hiicrelerin besiyeri farklilasma
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besiyeri olarak adlandirilan, igerisinde 5 uM deksametazon, 500 uM IBMX ve 200 nM
insiilin bulunan % 10 BCS DMEM ile degistirilmistir. 6. giiniin sonunda hiicrelerin
besiyeri 200 nM insiilin igceren % 10 BCS DMEM ile degistirilmistir. 8. gliniin sonunda
tim hiicreler tekrar % 10 BCS igeren DMEM igerisine alinarak 2 giin siireyle tamamen
adipositlere olgunlasmasi saglanmigtir. Olgunlagan adipositler 10. giiniin sonunda
gozlemlenmistir. Boliim 4 Arastirma Bulgulari Sekil 4.3 de farklilasan adipositlerdeki

yuvarlak kesecikler halinde gézlemlenen lipid akiimiilasyonu goriilmektedir.

3.2.5. Oil Red O Boyamasi

Olgunlasan adipositlerdeki yuvarlak kesecikler halinde goézlemlenen lipid
akiimiilasyonunun dogrulanmasi igin Oil Red O boyamasi yapilmistir. Bu deney igin
oncelikle, % 0,5 Oil Red O boyasi1 izopropanol i¢inde stok ¢dzelti olarak hazirlanmistir.
Sonrasinda, % 0,5 Oil Red O konsantre soliisyonu su ile seyreltilerek % 60 oraninda Oil
Red O galisma soliisyonu hazirlanmistir. 3T3L1 preadipositlerinin olgun adipositere
farklilagsma periyodu tamamlandiginda hiicreler 1 kez PBS ile yikanarak 1 saat boyunca %
10 formaldehit ile fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan hiicreler 6nce PBS (1X) ile,
sonrasinda % 60 izopropanol ile yikanarak, hiicre plakasi 10 dk ceker ocak altinda
bekletilmistir. Kuyucuklardaki hiicrelere belirlenen hacimde Oil Red O ¢aligsma soliisyonu
eklenerek hiicreler 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodunun ardindan Oil
Red O boyasini uzaklastirmak i¢in hiicreler 2 kez distile su ile yikanarak mikroskop altinda
gozlemlenmistir. Bolim 4 Arastirma Bulgular1 Sekil 4.4° de goriildiigii tizere, farklilasan

adipositlerde Oil red O boyamastyla adipogenezisin gergeklestigi dogrulanmustir.

3.2.6. Hiicre Canlihig1 Calismalari

Karabas otu sulu demlemesinden elde edilen ekstratlarin, fraksiyonlarin ve saf
maddelerin hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini degerlendirmek igin, Oncelikle bu
partisyonlarin  uygun c¢oziiclilerle ¢oziiniirliigi saglanmistir. EE  ¢oziiclisiinilin
kuyucuklardaki son konsantrasyonu % 0,25 olacak sekilde etil alkol igerisinde
¢ozlinmiistiir. Bu oranda kullanilan etil alkol daha 6nce yapilan pek ¢ok benzer ¢alismada
¢oziicii olarak giivenli bir sekilde kullanildigi ve interferans yaratmadigi literatiirde
gozlemlenmistir (Waterman ve ark., 2014; Boudreau ve ark., 2014). Her bir partisyon i¢in
tek bir ¢oziicii kullanilmasi agisindan diger ekstrat/fraksiyon ve saf maddelerde % 50
oraninda etil alkol igerisinde ¢oziilerek son konsantrasyon % 0,25 olacak sekilde hiicrelere

uygulanmistir. Ekstratlarin hiicre canlilig1 lizerine etkilerini belirlemek icin hiicrelere 24
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saat siiresince degisik konsantrasyonlarda (400, 200, 100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 pg/mL ) EE
ve BE’nin uygulamalar1 yapilmistir. 24 saat sonunda hiicrelerin iizerine MTT [3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] eklenerek Mosmann (1983)
metoduna gore hiicre canliligi degerlendirilmistir. Hiicrelerin canlilik oranlari, ELISA
okuyucu ile 570 ve 690 (background) nm’de ol¢iilmiistiir. Ayrica kuyucuklara ekstrat ile
muamele etmedigimiz kontrol grubuna ek olarak % 0,25 etil alkol igeren besiyeri
konulmustur. Degisik konsantrasyonlardaki Karabas otu ekstratlar1 ile muamele edilen doz
gruplar1, kontrol (% 0,25 etil alkol iceren DMEM) ile karsilastirarak, farkli dozlardaki

ekstratlarin farkli hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 tizerine olan etkisi saptanmustir.

3.2.7. Fizyolojik Etki Calismalari

3.2.7.1.Ekstratlarin, Fraksiyonlarin ve Saflastirilan Bilesiklerin H4IIE
Hiicrelerinde Glukoneojenik Glukoz Uretimi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

H41IE hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda, dncelikle hiicreler % 2,5 at serumu ve %
2,5 FBS igeren DMEM igerisinde, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 24
kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekilmistir. Hiicrelerin plaka yiizeyini tamamen
kaplamalarinin ardindan (2 giin), Dex-cAMP ile glukoneojenezi indiiklemek icin (Govorko
ve ark., 2007) hazirlanan serum icermeyen DMEM icerisinde ekstratlarin (EE-BE: 25 ve
50 pg/mL), fraksiyonlarin (E1-E12: 25 pg/mL) ve saf maddelerin (RA: Rosmarinik asit,
CA: Kafeik asit, LUT: Luteolin, PAME: Propanoik asit metil ester, A7G: Apigenin-7-
glukozit, RA-CA: kaffeoyl rosmarinik asit: 50 uM) belirtilen dozlarda uygulamalari
yapilmistir. 2 mM metformin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Uygulamanin ardindan
hiicreler, 5 saat 37°C’de CO» inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 5 saat sonunda, hiicreler
glukoz icermeyen, piirivat ve laktat gibi glukoneojenik substratlarla zenginlestirilmis
starvasyon besiyeri icerisine alinarak, tekrar ayn1 dozlarda izolatlar uygulanmistir. 37°C’°de
% 5 CO; igeren ortamda 3 saat siiren inkiibasyon periyodunun ardindan, besiyerleri
toplanarak iceriklerindeki (hiicreler tarafindan ftretilen ve besiyerine salinan) glukoz
miktarlart glukoz assay kiti (Biovision) ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda tayin
edilmistir. Besiyerlerinin toplanmasinin ardindan hiicrelere lizis tamponu eklenerek BCA
kiti ile protein miktarlar1 Olgiilmiistiir. Hesaplanan glukoz konsantrasyonlari, hiicre

lizatlarindan tayin edilen protein konsantrasyonlari ile normalize edilmistir.
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3.2.7.2. Ekstratlarin H4IIE Hiicrelerinde Glukoz Tiiketimi Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

EE ve BE’nin H4IIE hepatoma hiicrelerinde glukoz tiiketimi iizerine etkisini
belirlemek icin oncelikle hiicreler % 2,5 FBS ve % 2,5 at serumu igeren DMEM igerisinde
her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarma ekilmistir.
Hiicreler kiiltiir plakasin1 tamamen kaplamalarinin ardindan (2 giin), % 0,3 BSA (bovine
serum albumin) igeren diisiik glukozlu (5,5 mmol/L) uygulama besiyerleri i¢erisinde EE ve
BE (25 ve 50 pg/mL dozlarinda) ile muamele edilmistir. 24 saat sonunda besiyerleri
toplanarak, besiyerlerindeki tiiketim sonrast kalan glukoz miktarlar1 glukoz assay Kkiti
(Biovision) ile tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda belirlenmistir. Hiicre olmayan
besiyeri kiiltiir plakalarinda hiicrelerle ayn1 kosullarda bekletilmistir. Deney sonrasi, glukoz
tilketim miktarlar1 hiicre olmayan besiyerindeki glukoz konsantrasyonundan c¢ikarilarak
hesaplanmistir. Hesaplanan glukoz konsantrasyonlari, hiicre lizatlarindan tayin edilen

protein konsantrasyonlari ile normalize edilmistir.

3.2.7.3. Ekstratlarin Insiilin Direnci Gelistirilen C2C12 Miyotiiplerinde Glukoz
Al Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

EE ve BE’nin C2C12 miyotiiplerindeki glukoz alimi iizerine etkisini belirlemek i¢in
ilk olarak hiicreler % 10 FBS igeren DMEM igerisinde her kuyucukta 3x10* hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir plakalarmma ekilmistir. Miyoblastlarin kiiltiir plakasini
tamamen kaplamalarinin ardindan (3 giin), % 2 at serumu iceren farklilasma besiyeri
icerisinde 4 giin boyunca miyotiiplere farklilasmasi saglanmistir. Dordiincii giin sonunda
tamamen miyotiiplere farklilasan hiicreler, insiilin direnci olusturma amaciyla serbest yag
asidi (Palmitik asit) igermeyen (-) SYA ve iceren (+) SYA uygulama besiyeri kullanilarak
ekstratlarin farkli dozlar1 (25 ve 50 pg/mL ) ile gece boyu inkiibe edilmistir. Ardindan, %
0,3 BSA igeren DMEM igerisinde 4 saat siireyle serum starvasyonu yapilmistir. Bu
protokol ve uygulama besiyerinin igerigi Cizelge 3.3° de ayrintili bir sekilde verilmistir. 4
saat sonunda hiicreleri glukozdan yoksun birakmak i¢in her bir kuyucuga 100 pl % 2 BSA
iceren KRPH (Krebs-Ringer-Phosphate-HEPES) tamponu eklenerek hiicreler 40 dk
boyunca inkiibe edilmistir. 40 dk sonunda glukoz tastyicilarini aktive etmek i¢in 20 dk 100
nM insiilin uygulamasi yapilmistir. Ardindan hiicrelere glukoz girisini saglamak i¢in 20 dk
2-deoksiglukoz uygulamasi yapilmistir. Sonrasinda ortamdan glukozu uzaklagtirmak igin

hiicreler PBS (1X) ile 3 kere yikanmistir. Ardindan glukoz uptake kiti (Biovision)
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kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hiicrelere alinan glukozun seviyesi

belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Insiilin direnci olusturulmasinda gruplara o6zgii kullanilan uygulama

besiyerlerinin bilesimi ve oranlari

Gruplar Uygulama Besiyeri (1:40)
% 20 BSA igeren DMEM (1)
(-) SYA Farklilasma besiyeri (% 2 At serumu iceren DMEM) (40) 1:40
oraninda karistirlir. Gece
(+) SYA boyu
EE-25 pg/mL % 20 BSA- Na-palmitat konjugat: igeren DMEM (1) inkiibasyon
EE-50 pg/mL Farklilasma besiyeri (% 2 At serumu iceren DMEM) (40)
BE-25 pg/mL 1:40 oraninda karigtirilir.
BE-50 pg/mL
% 20 BSA igceren DMEM (1) Gece
(-) SYA % 0,3 BSA igeren diisiik glukozlu DMEM (40) boyu
1:40 oraninda karigtirilir. inkiibasyonun
(+) SYA ardindan
EE-25 pg/mL % 20 BSA-Na palmitat konjugati igeren DMEM (1) 4 saat
EE-50 pg/mL % 0,3 BSA iceren diisiik glukozlu DMEM (40) inkiibasyon
BE-25 png/mL 1:40 oraninda karigtirilir.
BE-50 pg/mL

3.2.7.4. Saflastirilan Aktif Maddelerin BTC-6 (fare pankreatik beta hiicre hatti)
Hiicre Hattinda Insiilin Sabmim Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

BTC-6 hiicreleri 24 kuyucuklu plaka igerisine her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde ekilmigtir. Hiicreler kiiltiir plakasinda uygun yogunluga ulastiktan sonra Krebs-
Ringer bikarbonat/HEPES tamponu pH 7.4 (HEPES: 10 mM, NaCl: 129 mM, MgS0Oa4: 1,2
mM, NaHCOz:5 mM, CaCly; 2,56 mM, KCl:4,7mM, KH2PO4: 1,2 mM) ile bir kere
yikanarak, 30 dk stireyle glukoz icermeyen Krebs/HEPES tamponu i¢inde 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga glukoz konsantrasyonu 25 mM olan besiyeri
eklenerek saflastirilan bilesiklerin (RA, CA, LUT, PAME, A7G, L7G, BA, RA-CA) 50
UM dozda uygulamalari yapilmistir. Hiicrelerin 6 saat boyunca 37 °C’de inkiibasyonlarinin
ardindan besiyerlerine salinan insiilin miktarlarinin 6lgtimii igin besiyerleri toplanarak -

80°C° de muhafaza edilmistir. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ELISA kit

56



protokolii (Raybiotech) uygulanarak hiicreler tarafindan besiyerine salinan insiilin
miktarlar1 belirlenmistir. Insiilin salinim miktarlar1 hiicre lizatlarindan tayin edilen protein

konsantrasyonlari ile normalize edilmistir.

3.2.7.5. Ekstratlarin ve Saflastirllan Aktif Maddelerin 3T3L1 Adipositlerinde
Gliserol Sahmim Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

3T3L1 adiposit hiicrelerinde gliserol salinimini 6lgmek i¢in hiicreler dncelikle % 10
BCS igceren DMEM igerisinde, her bir kuyucukta 3x10* hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu
kiiltiir plakalarma ekilmistir. Preadipositlerin kiiltiir plakalariin yiizeyini tamamen
kaplamalarinin ardindan (4 giin), 2 giin farklilagma besiyeri (5 mM IBMX, 50 uM
deksametazon ve 200 nM insiilin), 2 giin 200 nM insiilin i¢eren besiyeri, 2 giin de % 10
BCS iceren besiyeri icerisinde 6 giin boyunca adipositlere farklilasmalar1 saglanmistir.
Farklilasmanin ardindan, olgun adipositlere ekstratlarin 25 ve 50 pug/mL dozlar ile aktif
oldugu diistintilen saf maddelerin (RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA) 50 uM dozu
uygulanarak 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon periyodunun ardindan hiicreler lipoliz
yikama sollisyonu ile yikanmistir. Lipoliz kit protokiiliinde belirtilen konsantrasyonda
isoproterenol ile lipolizin indiiklenmesi saglanmustir. Isoproterenol ile indiiklenen lipoliz
sonucu besiyerine salinan gliserol miktarlar1 iiretici firmanin protokoli dogrultusunda
belirlenmistir. Elde edilen gliserol konsantrasyonlari, hiicre lizatlarindaki protein

konsantrasyonlari ile normalize edilmistir.

3.2.8. Protein Ekspresyon Analizleri

3.2.8.1. Hiicre Lizatlarinda Total Protein Miktarinin Tayini

Hiicre lizatlarindaki total protein miktari, BCA assay kiti kullanilarak iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda belirlenmistir. Fizyolojik etki ¢aligmalarinin ardindan
elde edilen verilerin normalizasyonu i¢in lizis tamponu ile hiicrelerdeki protein igerigi
aciga cikarilmistir. Ardindan, kiiltiir plakasindaki hiicreler toplanarak 14,000xg’de 4°C’de
10 dk santrifiijlenmistir. Bikinkoninik Asit (BCA) Kiti ile hiicre lizatindaki protein
miktarlar1 belirlenmistir. BCA ydntemi, alkali ¢dzeltideki proteinlerin, Cu™? yi Cu*? e
indirgeyerek, Cu*> in BCA ile olusturdugu mor renkli kompleksin 562 nm’ de
spektrofotometrik olarak 6l¢timiine dayanmaktadir. BSA standart olarak kullanilmustir.
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3.2.8.2. C2C12 Fare Iskelet Kas1 Hiicrelerinde Insiilin Direnci Olusturulmasi ve
Western Blot Analizleri icin Proteinlerin Toplanmasi

SDS PAJE ve Western blot analizi i¢in, miyoblast hiicreleri % 10 FBS igeren
DMEM igerisinde, her kuyucukta 12x10* hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina ekilmistir. Miyoblast hiicrelerinin farklilasma besiyeri igerisinde (% 2 at
serumu igeren besiyeri) 4 giin boyunca miyotiiplere farklilasmasi saglanmistir.

C2C12 miyoblastlarinin miyotiiplere farklilasmasinin ardindan, hiicrelerde insiilin
direnci olusturmak i¢in serbest yag asidi igeren besiyeri igerisinde izolatlarin
(ekstrat/fraksiyon yada saf maddeler) farkli konsantrasyonlart uygulanmistir. Buna gore,
Cizelge 3.3’ de verilen besiyerleri igerisinde (-) SYA (kontrol) ve (+) SYA (kontrol),
ekstratlarin (EE-BE: 25 ve 50 pg/mL), fraksiyonlarin (E1-E12: 25 ug/mL) ve saf
maddelerin (RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA: 50 uM) belirtilen dozlarda
uygulamalar1 yapilarak hiicreler gece boyu inkiibe edilmistir. Ertesi giin, % 0,3 BSA iceren
diisiik glukozlu DMEM kullanilarak Cizelge 3.3’ de acgiklandigr gibi 40:1 oraninda
hazirlanan uygulama besiyeri igerisinde ekstrat, fraksiyon ve saf maddelerin tekrar ayni
dozlarda uygulamalar1 yapilip, hiicreler 4 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
periyodunun ardindan, her bir kuyucuga 10 dk 100 nM insiilin uygulamasi yapilmistir. 10
dk sonra hiicreler RIPA tamponu [radyo immuno presipitasyon assay tamponu pH 8,0: 50
mM Tris, 150 mM sodyum kloriir, % 0,1 SDS (sodyum dodesil sulfat), % 0,5 sodyum
deoksikolat, % 1 Triton X-100] ile toplanmistir. Hiicre lizatlar1 SDS-PAJE ve Western blot
analizlerinde kullanilmak tizere -80 °C’de muhafaza edilmistir. RIPA tamponu ile toplanan
hiicre lizatlarindaki total protein miktari, BCA assay kiti kullamilarak tretici firmanin

talimatlar1 dogrultusunda belirlenmistir.

3.2.8.3. H4IIE Hepatoma Hiicrelerinde Insiilin Direnci Olusturulmasi ve
Western Blot Analizleri icin Proteinlerin Toplanmasi

SDS PAJE ve Western blot analizi i¢in, H4IIE hiicreleri % 2,5 FBS ve % 2,5 at
serumu iceren DMEM icerisinde, 4x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina ekilmistir. H4IIE hiicrelerinde insiilin direnci gelistirmek igin, C2C12
hiicrelerine uygulanan serbest yag asidi ile insiilin direnci prosediirii kullanilmistir. Buna
gore, Cizelge 3.4’ de belirtildigi gibi hazirlanan besiyerleri igerisinde (-) SYA (kontrol) ve
(+) SYA (kontrol), ekstratlarin (EE-BE: 25 ve 50 pg/mL) ve saf maddelerin (RA, CA,
LUT, PAME, A7G, RA-CA: 50 uM) belirtilen dozlarda uygulamalar1 yapilarak hiicreler
gece boyu inkiibe edilmistir. Ertesi giin, % 0,3 BSA igeren diisiik glukozlu DMEM
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kullanilarak Cizelge 3.4” de agiklandigi gibi 40:1 oraninda hazirlanan uygulama besiyeri
icerisinde ekstrat ve saf maddelerin uygulamalar1 tekrar yapilarak, hiicreler 4 saat daha
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodunun ardindan, her bir kuyucuga 10 dk 100 nM
instilin uygulamasi yapilmstir. 10 dk sonra hiicreler RIPA tamponu ile toplanmistir. Hiicre
lizatlar1 SDS-PAJE ve Western blot analizlerinde kullanilmak {izere -80 °C’de muhafaza
edilmistir. RIPA buffer ile toplanan hiicre lizatlarindaki total protein miktari, BCA assay

kiti kullanilarak tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda belirlenmistir.

3.2.8.4. Saflastirilan Aktif Maddelerin BTC-6 (sican pankreatik beta)
Hiicrelerinde GLUT-2 Protein Seviyesi Uzerine Etkilerin Belirlenmesi

BTC-6 hiicreleri 6 kuyucuklu plaka igerisine her kuyucukta 4x10° olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin plakanin yiizeyini tamamen kaplamalarinin ardindan Krebs-Ringer
bikarbonat/HEPES tamponu pH 7,4 ile bir kere yikanarak, 30 dk siireyle glukoz igermeyen
Krebs/HEPES tamponu i¢inde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda her bir kuyucuga
glukoz konsantrasyonu 25 mM olan besiyeri eklenerek saflagtirilan bilesiklerin (RA, CA,
LUT, PAME, L7G, A7G, RA-CA, BA) 50 uM dozda uygulamalar1 yapilmistir. 37 °C’de
CO: inkiibatoriinde 8 saat siiren inkiibasyonlarinin ardindan, hiicreler RIPA tamponu ile
toplanmustir. Elde edilen hiicre lizatindaki protein konsantrasyonlari BCA assay Kiti
kullanilarak tayin edilmistir. Hiicre lizatlar1 SDS-PAJE ve Western blot analizlerinde
kullanilmak iizere -80 °C’de muhafaza edilmistir. RIPA tamponu ile toplanan hiicre
lizatlarindaki total protein miktarr, BCA assay kiti kullanilarak {iretici firmanin talimatlar

dogrultusunda belirlenmistir. BSA standart olarak kullanilmistir.

3.2.8.5. SDS-PAJE ve Western Blot Teknikleri

C2C12, H4IIE, 3T3L1, BTC-6’den elde edilen proteinler dikey elektroforez teknigi
ile SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) yontemi kullanilarak ayrigtirtlmistir
(Laemmli, 1970). Her bir hedef molekiiliin protein diizeyleri spesifik antikorlar

kullanilarak Western Blot teknigi ile immunolojik olarak tayin edilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Spesifik antikorlar analizi

(https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/Techniques/TechElectrophoresis

kullanilrak  proteinlerin  immiinolojik

.ntm’ den uyarlanmistir)

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil siilfat (SDS),
varliginda Laemmli (1970)’ de tanimlanan kesintili tampon sisteminde gergeklestirilmistir.
Farkli molekiiler agirliklara sahip proteinler icin ayristirici jel konsantrasyonlar: optimize

edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. SDS-PAJE yonteminde kullanilan ayristirict ve sikistirict jel bilesenleri

Ayrnistiricr Jel Ayristirier Jel Sikistiricr Jel
Stok Cozeltiler (mL)
(% 8,5) (% 12) (% 4)

Jel Cozeltisi 8,5 12 1,3
Distile Su 13,55 10,04 6,1
Ayristiricr Jel Tamponu

y- ’ P 7,5 7,5 =
Tris-HCI, pH: 8,8
Sikistiricr Jel Tamponu 25
Tris-HCI, pH: 6,8 '
% 10 SDS 0,3 0,3 0,1
% 10 APS 0,15 0,15 0,050
TEMED 0,015 0,015 0,010

Hiicrelerden elde edilen proteinler BioRad dikey elektroforez sistemi kullanilarak
elektroforetik olarak ayristirilmistir. Elektroforetik ayristirmanin ardindan yapilan Western
blot analizi igin, elektroforez sistemindeki jel, transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM
glisin ve % 10 metanol) igerisinde 10 dk boyunca sabit hizli bir ¢alkalayicida inkiibe
edilmistir [Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987)’da tanimlandigi gibi].
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Elektroforetik transfer i¢in kullanilan Electroblotter’in platinyum tabanina 6nceden
transfer tamponu kullanilarak nemlendirilmis Whatman kagid1 yerlestirilerek olas1
kalabilecek hava kabarciklarini gidermek amaciyla bir deney tiipii iizerinde yuvarlanmistir.
Whatman kagidi tizerine dikkatlice yerlestirilen jelin iizerine nitroseliiloz membran
dikkatlice yerlestirilerek tizerine dnceden islatilmis baska bir Whatman kagidi koyularak
sandvi¢ tamamlanmistir. Hava kabarciklarinin tamamen uzaklastirilmasini saglamak igin
membrant kendi pozisyonunda sabit tutarken bir deney tipii nazik¢e iizerinde
yuvarlanmistir. Elektroforetik transfer tanki, sandvigler tamamen tamponun igerisinde
kalacak sekilde transfer tamponu ile doldurulup gii¢ kaynagina baglanmistir. Voltaj 90 V’a
ayarlanarak proteinler 2 saat siiresince elektroforetik olarak transfer edilmistir. Transfer
isleminin ardindan membran proteinlerin bulundugu yiizey Ustte kalacak bir bi¢imde bir
kaba alinmistir. Ardindan 1 saat boyunca; fosforile proteinler igin TBST i¢inde % 5 BSA
iceren, fosforile olmayan proteinler i¢cin TBST iginde % 5°lik yagsiz siit tozu igeren
bloklama ¢ozeltisi ile sabit hizli ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Daha sonra, fosforile
proteinlerin tayinin gergeklestirilecegi membran, % 5 BSA iceren TBST igerisinde
hazirlanmis primer antikor ile, fosforile olmayan proteinlerin tayininin yapilacagi
membran, % 5’lik yagsiz siit tozu igeren TBST ¢ozeltisi iginde Onerilen
konsantrasyonlarda hazirlanan primer antikorlar ile gece boyu inkiibe edilmistir. Primer
antikorlarla gece boyu inkiibasyonun sonrasinda membran, isaretleyici enzim-Horse
Radish Peroksidaz ile bagl olan ikincil antikorlarla inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
periyodundan sonra membran Western Blotting Luminol Soliisyonu ile muamele edilerek
protein bantlar1 C-DiGit® Blot Scanner cihazinda goriintiilenmistir. Protein bantlari, Image
Studio Digits software ile densitometrik olarak analiz edilmistir. Elde edilen protein

bantlar1 B-aktin’e gore normalize edilmistir.

3.2.9. Gen Ekspresyon Analizleri

3.2.9.1. Ekstratlarin, Fraksiyonlarin ve Saflastirlan Bilesiklerin H4IIE
Hiicrelerinde Glukoneojenezde Rol Oynayan Hedef Genlerin Ekspresyon Seviyesi
Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Ekstratlarin, fraksiyonlarin ve saflastirilan bilesiklerin, glukoneojenez yolaginda
diizenleyici rol oynayan PEPCK ve G6Paz genlerinin mRNA seviyeleri iizerine etkileri
Real time-PCR analizi ile belirlenmistir. Bu analiz i¢in H4IIE hepatoma hiicreleri, % 2,5 at
serumu ve % 2,5 FBS igeren DMEM igerisinde, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde

24 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekilmistir. Hiicreler plakalarin yilizeyini tamamen
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kapladiktan sonra (2 giin), glukoneojenezi indiiklemek i¢cin Dex-cAMP ile hazirlanan
besiyeri igerisinde ekstratlarin (EE-BE: 25 ve 50 pg/mL), fraksiyonlarm (E1-E12: 25
ng/mL), saf maddelerin (50 uM) belirtilen dozlar1 hiicrelere uygulanmistir. Uygulamanin
ardindan hiicreler 8 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda TRIzol® soliisyonu
kullanilarak toplanan hiicrelerden {iretici firmanin talimatlart dogrultusunda RNA
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA Kkalitesi % 1 agaroz jel elektroforezinde
gorintiilenirken, safliklar1  ve konsantrasyonlar1 Nanoquant cihazi  kullanilarak
belirlenmistir. RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesinin ardindan high capacity cDNA
reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanilarak CcDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Ardindan, uygulanan ekstrat/fraksiyon/saf maddelerin gen ekspresyon
seviyelerine etkilerini degerlendirmek i¢in, PEPCK ve G6Paz genlerine 6zgii TagMan®
problar1 kullanilarak Real time-PCR analizleri gergeklestirilmistir. Real time analizlerinde
kullanilan c¢DNA miktarlar1 optimize edilmistir. Her genin ayr1 olarak yapilan
amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturularak erime egrisi analizleri
yaptlmistir.  Amplifikasyonun ardindan elde edilen gen ekspresyon seviyeleri
karsilastirilmali ddCt metodu kullanilarak ile f-aktin Ct degerine karsi normalize edilerek
hesaplanmistir. Dex-cAMP ile indiiklenen kontrol ddCt degeri kalibrator olarak kullanilmis
ve 1 kabul edilmistir.

3.2.9.2. Saflastirllan Bilesiklerin BTC-6 Hiicrelerinde Glukokinaz mRNA
Seviyesi Uzerine Etkilerin Belirlenmesi

BTC-6 hiicreleri 24 kuyucuklu plaka igerisine her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir. Hiicreler kiiltir plakasinda uygun yogunluga ulastiktan sonra Krebs-
Ringer bikarbonat/HEPES tamponu pH 7.4 ile bir kere yikanarak, 30 dk siireyle glukoz
icermeyen Krebs/HEPES tamponu i¢inde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda her bir
kuyucuga glukoz konsantrasyonu 25 mM olan besiyeri eklenerek saflastirilan bilesiklerin
(RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA) 50 uM dozda uygulamalar1 yapilmistir. Hiicreler, 6
saat siireyle 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda, TRIzol® soliisyonu kullanilarak
toplanan hiicrelerden iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda RNA Izolasyonu
gerceklestirilmistir.  Elde edilen RNA kalitesi % 1 agaroz jel -elektroforezinde
goriinttilenirken, safliklar1  ve konsantrasyonlart Nanoquant cihaz1 kullanmilarak
belirlenmistir. RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesinin ardindan high capacity cDNA
reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanilarak CcDNA sentezi

gerceklestirilmistir.  Ardindan, uygulanan maddelerin gen ekspresyon seviyelerine
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etkilerini degerlendirmek icin, Glukokinaz genine 6zgili spesifik primer ve SyBR Green
reaksiyon karisimi  kullanilarak  Real time-PCR analizleri  gercgeklestirilmistir.
Amplifikasyon kosullari, 95 °C 2 dk, 40 dongii: 94 °C 15 sn, 60 °C 1 dk olarak optimize
edilmistir. Amplifikasyonun ardindan elde edilen gen ekspresyon seviyeleri
karsilagtirilmali ddCt metodu kullanilarak ile B-aktin Ct degerine karsi normalize edilerek

hesaplanmustir.

3.2.9.3. Saflastirilan Bilesiklerle H4I1E Hiicrelerindeki Transkriptom Analizleri
icin Kullanilan Yontemler

Aktif oldugu tespit edilen ekstratin (EE) ve RA, CA, RA-CA ve LUT bilesiklerinin
insiilin direncine kars1 etkileri H411E hiicre hattinda tiim genom transkriptom analizleri ile
de teyit edilmistir. Agilent SurePrint G3 sigan GE 8X60K Mikroarray'ler (Agilent®) tim
genom gen ekspresyonu analizlerinde kullanilan ve her bir gene 6zgii problar igeren
microarray ¢ipleridir. Kullanilan c¢ipler iizerinde kodlanmis ve iizerine purifiye edilmis
cRNA’larin hibridize olabilecegi sekilde tasarlanmislardir. Total mRNA o6rneklerinden
ptrifiye edilmis cRNA ornekleri, ¢ip ylizeyine hibridize edilmistir. Bir ¢ip lizerinde 8
ornek calismak icin ayr1 kanallar yer almaktadir. Her bir kanal tiim genom boyu dagilmis
yaklasik 60,000 farkli prob icermektedir.

Bu analiz i¢in H4IIE hepatoma hiicreleri, % 2,5 at serumu ve % 2,5 FBS igeren
DMEM igerisinde, her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina ekilmistir. H41IE hiicrelerinin plaka yiizeyini tamamen kaplamalarinin
ardindan, insiilin direnci olusturmak icin, serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturma
prosediirii kullanilmistir. Buna gore, Cizelge 3.3 de belirtildigi gibi hazirlanan besiyerleri
igerisinde segilen saf maddelerin ve etkin ekstratin (RA, CA, LUT, RA-CA: 50 uM, EE:
25 pg/mL) belirtilen dozda uygulamalar1 yapilarak hiicreler gece boyu inkiibe edilmistir.
Ertesi giin, % 0,3 BSA igeren diisik glukozlu DMEM kullanilarak Cizelge 3.3° de
aciklandigr gibi 40:1 oraninda hazirlanan uygulama besiyeri igerisinde saf maddelerin
uygulamalari tekrar yapilmistir ve hiicreler 4 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
periyodunun ardindan, TRIzol® soliisyonu kullanilarak toplanan hiicrelerden iiretici
firmanin talimatlarina gére RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlari Nanoquant cihazinda belirlenmistir. Sonrasinda elde edilen RNA’lar tiim
genom lizerinde karsilastirilmali gen ekspresyon analizleri i¢in firmaya ulastirilmistir.

Bu calismalarda firmaya kuru buz igerisinde, yukarida anlatildigi gibi uygulama

yapilan ve kontrol hiicrelerinden elde edilmis toplam yedi grup RNA gonderilmistir. Bu
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gruplar, 1. Grup: (+) SYA (insiilin direnci gelistirilen), 2.Grup: (-) SYA (normal kontrol),
3. Grup: RA 50 uM (+) SYA, 4.Grup: CA 50 uM (+) SYA, 5. Grup: RA-CA 50 uM (+)
SYA, 6. Grup: LUT 50 uM (+) SYA, 7. EE 25 ug/mL (+) SYA’dir. Gonderilen bu
RNA’larin kalite kontrolleri ve konsantrasyon oOl¢limleri tarafimizca Nanoquant cihazi
(Tecan Infinite® M200 PRO) kullanilarak belirlenmis, firma tarafindan da Agilent 2100
Bioanalyzer cihazi kullanilarak teyit edilmistir.

Her bir isaretlenmis 750 ng cCRNA, 1 ul 25X pargalama tamponu ve 5 pul 10X bloke
tamponu eklenerek pargalanmis ve daha sonra 30 dk. boyunca 60 °C' de 1sitilmistir. Son
olarak 25 ul 2X hibritleme tamponu eklenerek seyreltilmistir. Seyreltilen cRNA’lar
conta ile sizdirmazlik saglanan slayt i¢ine verilmis ve Agilent SurePrint G3 sigan GE
8X60K Mikroarray'ler (Agilent®) monte edilmistir. Slaytlar bir Agilent hibridizasyon
firminda 65 °C'de 17 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, Agilent Tek Renk
mikrodizi tabanli gen ekspresyon analizi protokolii (Agilent Technology, V 6,5, 2010)
kullanarak, oda sicakliginda yikanmistir ve hibritlenmis dizi Agilent “Microarray”
Tarayici ile taranmustir.

Elde edilen ham veri “Agilent Feature Extraction Software (v11.0.1.1)” ile elde
edilmistir. Ayn1 gen i¢in ham veriler daha sonra dizideki taninacak her gen icin ifade verisi
saglayan, ham veri metin dosyas1 olusturularak depo edilmistir. Ornekler isaret
kullanilarak filtrelenmis ve segilen sinyal degeri logaritmik olarak doniistiiriilmiis ve
“quantile” yontemiyle normalize edilmistir. Tiim bunlara ek olarak normalize edilen veriler
(hangi grupta olduklar1 goz Oniine alinmadan) Grneklerin tiim genom gen ekspresyon
profillerinin hiyerarsik kiimeleme analizleri ‘Correlation-average’ yaklasimi kullanilarak
olusturulmustur. Ayrica teknik replika olarak calisilan Orneklerden elde edilen prob
1s1malarmin ortalama verileri hesaplanarak elde edilen grup verisinin hiyerarsik kiimeleme
sonucu elde edilmistir. Analizler yapilirken ana gruplar kendi igerisinde
degerlendirilmistir. Calismada Ornek bazinda sadece teknik replikalar alt gruplar
olusturdugundan dolay1; problarin ekspresyon dlgiimlerindeki ‘kat degisim’ (Fold Change)
miktarlar1 g6z {iniinde bulundurulmustur. Her ikili karsilastirmada anlamli degisim tespit
edilen problar ve ekspresyon seviyeleri kullanilarak yapilan hiyerarsik kiimeleme genlerin
ve oOrneklerin ekspresyon paternlerine gore gruplandirilmasi yapilmistir. Onemli prob
listesi i¢in gen- zenginlestirilmesi ve fonksiyonel ek agiklama analizi DAVID

Biyoinformatik veritabani kullanarak (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp)

gerceklestirilmistir.
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3.2.9.4. RA-CA’min RAW264.7 Makrofaj hiicrelerinde Nrf-2 Aracihikh
Mekanizmasinin Belirlenmesi

Tez c¢aligmasi kapsaminda izole edilen EE’den saflastirilan hibrit RA-CA
molekiiliiniin biyoaktivitesi ilk defa bu g¢alisma kapsaminda gosterilmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda aktif oldugu diisiiniilen bu maddenin, MetS patojenezinde rol
oynayan kronik diisiik seviyeli inflamasyonda diizenleyici etki saglayan Nrf-2 molekiiliiniin
mekanizmasi {izerine etkisi gen sessizlestirme yontemi kullanilarak arastirilmustir. Oncelikle
RAW264.7 makrofaj hiicreleri her kuyucukta 7,5x10° olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina ekilmistir. Hiicrelerin % 50-60 yogunluga ulasmasinin ardindan, gen
sessizlestirme prosediirii uygulanmigtir. Buna gore, Opti-MEM igerisinde uygun
konsantrasyonlarda Lipofectamine® 2000 transfeksiyon reaktifi, kontrol siRNA ve Nrf-2
siRNA uygulamalar1 yapilarak 24 saat boyunca Nrf-2 siRNA gruplarinda genin
sessizlestirilmesi saglanmigtir. Sonrasinda, Kontrol-sSIRNA ve Nrf-2 siRNA gruplarinda
inflamasyon modelinin gelisimini saglayan LPS’nin (Lipopolisakkarit:1pg/mL) ve RA-CA
(50 uM) uygulamalar1 yapilarak hiicreler 4 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan, hiicreler TRIzol® soliisyonu ile toplanarak iiretici firmanin talimatlari
dogrultusunda RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA kalitesi % 1 agaroz
jel elektroforezinde goriintiilenirken, safliklart ve konsantrasyonlari Nanoquant cihazi
kullanilarak belirlenmistir. RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesinin ardindan high
capacity cDNA reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanilarak cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Ardindan, uygulanan RA-CA molekiiliiniin gen ekspresyon
seviyelerine etkilerini degerlendirmek i¢in, HO-1, NQO1 ve iINOS genlerine ozgii
TagMan® problari kullanilarak Real time-PCR analizleri gerceklestirilmistir. Real time
analizlerinde kullanilan cDNA miktarlari optimize edilmistir. Her genin ayr1 olarak yapilan
amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturularak erime egrisi analizleri
yapitlmistir.  Amplifikasyonun ardindan elde edilen gen ekspresyon seviyeleri
karsilagtiritlmali ddCt metodu kullanilarak ile B-aktin Ct degerine karsi normalize edilerek

hesaplanmistir. LPS ile indiiklenen kontrol ddCt degeri kalibrator olarak kullanilmistir.

3.2.10. istatiksel Analizler

Yapilan analizler sonucu elde edilen verilerin her biri Ortalama + Standart Sapma

olarak ifade edilmistir. Grup i¢i ve gruplar arasindaki anlamli farkliliklarin analizi i¢in
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Bagimsiz 6rneklem t-test ve parametrik olmayan Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. o

-anlamlilik diizeyi p< 0,05 olarak belirlenmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1. Biyoaktivite Rehberli Analizlerle Aktif Ekstratin Belirlenmesi

4.1.1.1. EE ve BE’nin Total Polifenol Miktarlar:

EE ve BE’nin total polifenol (TP) miktarlari, Cheng ve ark.” lar1 (2012) tarafindan
optimize edilen Folin-Ciolalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir (Singleton ve ark.,
1965). Gallik asit es degeri olarak verilen TP konsantrasyonlari, 3 tekrarli deneyin
ortalamasini (+ standart hata) gostermektedir (Sekil 4.1). BE’de 6lgiilen TP degerinin 17,4
mg/100 mg gallik asit esdegeri oldugu; EE igin ise bu degerin 11,5 mg/100 mg oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.1. Karabas otu sulu demlemesinden elde edilen EE ve BE’nin total polifenol

miktarlari

4.1.1.2. C2C12 ve 3T3L1 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi
Miyoblastlarin kiiltiir plakasini tamamen kaplamalarinin ardindan (3 giin), farklilasma
besiyeri (% 2 at serumu igceren DMEM) igerisinde 4 giin boyunca miyotiiplere
farklilasmasi saglanmustir. 4. giiniin sonunda farklilasan miyotiipler Sekil 4.2° de
goriilmektedir (100X biyiitme). Sekilde belirtilen, a) yiizeyi tamamen kaplayan miyoblast

hiicrelerini, b) tamamen farklilasmis miyotiipleri ifade etmektedir.
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Farklilagma baslangict Farklilasma 4.giin
(@) (b)

Sekil 4.2. C2C12 miyoblastlarinin farklilagsarak miyotiiplere doniistimii

3T3L1 preadiposit hiicrelerinin adipositlere doniistimii (1., 8., ve 10.giin) ve farklilasan
adipositlerdeki yuvarlak kesecikler halinde gbzlemlenen lipid akiimiilasyonu Sekil 4.3 de
verilmigtir (100X biiylitme). Sekil 4.3’de belirtilen, a) farklilasma baslangicinda
preadipositlerin  1.glinlini, b) farklilagmanin 8.glinlinii, c¢) 10.giin’de farklilagmis

adipositleri ifade etmektedir.

&

& &

Farklhlagsma 1. giin Farklhilasma 8.giin Farklhilagma 10.giin
(a) (b) (©

Sekil 4.3. 3T3L1 fare preadiposit hiicrelerinin farklilasarak adipositlere dontigiimii
Farklilasan 3T3L1 adiposit hiicrelerinde Oil red O ile boyanan yag kesecikler

adipojenezisin gerceklestigini dogrulamaktadir (200X biiyilitme), (Sekil 4.4). Sekil 4.4°de

belirtilen a) boyama 6ncesi, b) boyama sonrasi hiicreleri ifade etmektedir.
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Sekil 4.4. Adipositlere farklilagsan 3T3L1 hiicrelerinde lipit birikiminin Oil red O boyama

ile dogrulanmasi

4.1.1.3. Hiicre Canlihig1 Sonuclari

Ekstratlarin hiicre canliligi iizerine etkileri MTT analizi ile degerlendirilmistir. H41IE
ve 3T3L1 hiicrelerinde EE 6,25-12.5-25-50-100-200 pg/mL dozlarda hiicre canliligint %
85-147 aras1 oranlarda etkilemistir. Bu sonuglar EE’nin uygulanan biitiin
konsantrasyonlarinin bu hiicre hatlar1 i¢in toksik olmadigini gdstermektedir. C2C12
hiicrelerinde ise, 6,25-50 pg/mL arasi dozlarda hiicre canliliginin % 80’nin iizerinde
oldugu goriiliirken, 100 pg/mL ve iizeri dozlarda canliligin % 80’ nin altina diistiigi

goriilmistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Karabas otundan elde edilen EE’nin H4IIE, C2C12 ve 3T3L1 hiicrelerinin

canlilig1 lizerine etkileri
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H41lE ve C2C12 hiicrelerine 6,25-12,5-25-50-100-200 pg/mL dozlarda ekstrat
uygulamalar1 yapilmigtir. BE’nin 50 pg/mL doza kadar yapilan uygulamalarinda hiicre
canliligt % 80’ nin {zerindedir. 3T3L1 hiicrelerine BE’nin belirtilen dozlar
uygulandiginda ise, hiicre canliliginin % 65-90 araliginda oldugu gézlemlenmistir (Sekil
4.6). Bu sonuglara gore, her iki ekstratin 25 ve 50 pg/mL dozlan giivenli ileriki

calismalarda kullanilmak tizere secilmistir.
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Sekil 4.6. Karabas otundan elde edilen BE’nin H4IIE, C2C12 ve 3T3L1 hiicrelerinin

canlilig1 lizerine etkileri

4.1.1.4. Ekstratlar ile Gergeklestirilen Fizyolojik Etki Calismalar:

4.1.1.4.1. Ekstratlarin H411E Hiicrelerinde Glukoz Tiiketimi Uzerine Etkileri

Sekil 4.7 *de verilen sonuclara gore, H4IIE hiicrelerindeki glukoz tiiketimi kontrol ve
¢oziicti kontrol grubunda sirasiyla 0,91 ve 0,71 mM bulunmustur. Pozitif kontrol olarak
kullanilan metforminin (2 mM) uygulandigi hiicrelerde glukoz tiiketiminin kontrole kiyasla
% 80 oraninda arttig1 gorilmistiir (p<0,05). EE ve BE’nin 25 ve 50 pug/mL dozlarinin
uygulanmasiyla glukoz tiiketim seviyelerinin kontrole benzer seviyelerde oldugu, anlaml
bir degisiklik yaratmadigi gozlemlenmistir. Uygulama gruplari, (-) kontrol, (+) ¢oziicii
kontrol, EE-25 pg/mL, EE-50 pg/mL, BE 25 ng/mL, BE-50 ug/mL seklindedir. Her bir

uygulama triplike olarak yapilmistir.
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Sekil 4.7. EE ve BE’nin H4IIE hiicrelerinde glukoz tiikketimi {izerine etkileri. *Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriillmektedir (p<0,05).

4.1.1.4.2. Ekstratlarin Insiilin Direnci Gelistirilen C2C12 Miyotiiplerinde
Glukoz Ahm Uzerine Etkileri

Bu analizde, (+) SYA kontrol grubundaki glukoz aliminin, (-) SYA grubundaki
glukoz alimina goére % 50 oraninda diisiik olmas1 (Sekil 4.8), uygulanan protokoliin C2C12
hiicrelerinde insiilin direncini basarili bir sekilde olusturdugunu gostermektedir. (+) SYA
gruplarinda gelisen insiilin direnci ayrica asagida ayrintili sekilde anlattigimiz Western blot
analizleri ile de (ozellikle p-AKTSer473 protein seviyesindeki Onemli azalma ile)
dogrulanmistir. Sekil 4.8° de goriildiigii iizere, pozitif kontrol olarak uyguladigimiz
metformin insiilin direnci gelistirilen hiicrelerde glukoz alimini (+) SYA kontrol grubuna
gore % 132 oraninda artirmistir. EE ve BE uygulamalariyla hiicre i¢ine alinan glukoz
konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli 6nemli artiglar tespit edilmistir. Buna gore,
(+) SYA kontrol grubuna kiyasla, BE 25 ve 50 pg/mL dozlarda glukoz alimini sirastyla %
97 ve % 78 oranlarinda artirirken, ayn1 dozlarda EE i¢in bu artislarin % 120 ve % 182
oranlarinda oldugu bulunmustur. EE uygulamasindan elde edilen bu oranlar pozitif kontrol
olan metformine yakin (% 132 metformin i¢in, % 120 EE i¢in) bulunmustur. Hatta 50
ug/mL EE dozunda bu oran metforminin de {izerinde (EE: % 182) bulunmustur. Sekil
4.8’de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag
asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir.
Uygulama gruplar1 (-) SYA Kontrol, (+) SYA Kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL, (+) SYA-
EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE 25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 pg/mL seklindedir. Her bir
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uygulama triplike olarak yapilmistir.
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Sekil 4.8. EE ve BE’nin serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12
miyotiiplerindeki glukoz alimi1 iizerine etkileri. *(+) SYA Kkontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmektedir (p<0,05)

4.1.1.4.3. Ekstratlarin H4IIE Hiicrelerinde Glukoneojenik Glukoz Uretimi
Uzerine Etkileri

Karabas otundan elde edilen EE ve BE’nin karacigerdeki glukoneojenik glukoz
tiretimini baskilama potansiyelleri degerlendirilmistir. Sekil 4.9’a baktigimizda (-) Dex-
cAMP yani glukoneojenezin indiikklenmedigi besiyerine kiyasla, (+) Dex-cAMP kontrol
besiyerindeki glukoz konsantrasyonun % 30 oraninda artmasi, glukoneojenezin basarili bir
sekilde indiiklendigini gostermektedir. Glukoneojenezin indiiklendigi hiicrelerde 2 mM
dozda uygulanan metforminin ise, artan glukoz iiretimini % 116 oraninda inhibe ettigi
goriilmistiir. Pozitif kontrol ig¢in bulunan bu oran literatiirde verilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir (Waterman ve ark., 2015). Metformine benzer olarak, EE’nin 25 ve 50
ug/mL dozlarda uygulamasinin, (+) Dex-cAMP kontrol grubuna kiyasla glukoz tiretimini
sirastyla % 82 ve % 87 oranlarinda, BE’nin ise ayn1 dozlarda sirasiyla % 75 ve % 42
oranlarinda azalttigi gorilmistiir (p<0,05). Buna gore, glukoneojenik glukoz iiretimini
baskilama acgisindan en etkin ekstratin pozitif kontrole (metformin) en yakin degerleri
veren EE oldugu goriilmektedir. Sekil 4.9°da belirtilen, (+) Dex-cCAMP glukoneojenezin
indiiklendigi besiyerini, (-) Dex-CAMP yalnizca DMEM besiyerini ifade etmektedir.
Uygulama gruplari, (-) Dex-cAMP kontrol, (+) Dex-cAMP kontrol, pozitif kontrol
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metformin: 2 mM, EE 25 pg/mL, EE 50 pg/mL, BE 25 pg/mL, BE 50 ng/mL seklindedir.
Besiyerlerinde olgiilen glukoz konsantrasyonlart protein miktarlarina gére normalize

edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) Dex-cAMP kontrol degeri % 100 olarak alinmistir.
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Sekil 4.9. EE ve BE’nin H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik glukoz iiretimi iizerine etkileri.
*(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmektedir (p<0,05)

4.1.1.4.4. Ekstratlarin 3T3L1 Hiicrelerinde Gliserol Salinimi Uzerine Etkileri

EE ve BE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarmin 3T3L1 hiicrelerinde gliserol salinimi
tizerine etkileri Sekil 4.10°da verilmistir. Buna goére, 100 nM dozda isoproterenol
uygulamasiyla % 72 oraninda indiiklenen gliserol salinimini; EE’nin 25 ve 50 pg/mL
dozlari sirastyla % 11 ve % 55 (p<0,05), BE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlari sirasiyla % 11 ve
% 29 (p<0,05) oranlarinda baskiladigi gorilmistir. Uygulama gruplari, kontrol,
indiiklenmis kontrol (100 nM isoproterenol), isoproterenol ile birlikte uygulanan EE 25
ug/mL, EE 50 pg/mL, BE 25 pg/mL, BE 50 ug/mL seklindedir. Her bir uygulama triplike

olarak yapilmustir. Indiiklenmis kontrol degeri % 100 olarak alinmustir.
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Sekil 4.10. EE ve BE’nin 3T3LI1 hiicrelerinde gliserol salinimi {izerine etkileri.
*Indiiklenmis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik

goriilmektedir (p<0,05)

4.1.1.5. Ekstratlarin Hedef Yolaklardaki Gen ve Protein Ekspresyonlar1 Uzerine
Etkileri

41.15.1. Ekstratlarm H4IIE Hiicrelerinde PEPCK ve G6Paz Gen
Ekspresyonlar1 Uzerine Etkileri

EE ve BE’nin glukoneojenez yolaginda diizenleyici rol oynayan PEPCK ve G6Paz
genlerinin mRNA seviyeleri iizerine etkileri Real time-PCR analizi ile belirlenmistir. EE
ve BE’nin PEPCK gen ekspresyon seviyesine olan etkisi Sekil 4.11° de verilmektedir.
Buna gore, (+) Dex-cAMP kontrol hiicrelerindeki PEPCK ekspresyon seviyesinin, (-) Dex-
cAMP kontrole kiyasla % 74 oraninda artmasi1 glukoneojenezin bu hiicrelerde basarili bir
sekilde indiiklendigini gostermektedir. Pozitif kontrol olarak kullanilan metformin (2 mM
dozda) glukoneojenezin indiiklendigi hiicrelerde PEPCK ekspresyonunu % 82 oraninda
azaltarak indiiklenme yapilmamis hiicrelerdeki kontrol seviyelerine ¢ekmistir. BE nin 25
ve 50 pg/mL dozlan indiikklenen PEPCK ekspresyon seviyesini % 49-47 oraninda
azaltirken, 50 pg/mL dozundaki EE % 34 oraninda baskilamistir (p<0,05). Sekil 4.11°de
belirtilen, (+) Dex-CAMP glukoneojenezin indiiklendigi besiyerini, (-) Dex-CAMP yalnizca
DMEM besiyerini ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) Dex-cAMP kontrol, (+) Dex-
CAMP kontrol, Dex-cAMP ile birlikte uygulanan EE-25 pg/mL, EE-50 pg/mL, BE-25
ug/mL, BE-50 pg/mL, pozitif kontrol metformin 2 mM seklindedir. PEPCK gen
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ekspresyon seviyesi B-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrast (+) Dex-

cAMP kontrol degeri %100 olarak alinmistir. Her bir uygulama triplike olarak yapilmustir.
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Sekil 4.11. EE ve BE’nin H4IIE hiicrelerinde PEPCK gen ekspresyon seviyesine etkileri.
*(+) Dex-CAMP kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmektedir (p<0,05)

EE ve BE’nin G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan etkisi Sekil 4.12° de
verilmektedir. Buna gore, (+) Dex-cAMP kontrol hiicrelerindeki G6Paz gen ekspresyon
seviyesi, (-) Dex-cAMP kontrole kiyasla % 82 oraninda artmistir. (+) Dex-CAMP grubunda
her iki enzimin (PEPCK ve G6Paz) gen seviyelerinde goriilen artiglar, glukoneojenezin
indiiklendigini agik sekilde gostermektedir. Pozitif kontrol olarak kullanilan metformin (2
mM dozda) glukoneojenezin indiiklendigi hiicrelerde G6Paz eksprasyonunu % 86 oraninda
azaltarak indiikleme yapilmamis kontrol hiicrelerindeki seviyelere ¢ekmistir. BE nin 25 ve
50 pug/mL dozlar1 indiiklenen G6Paz ekspresyon seviyesini % 60-62 oraninda diistiirmiistiir.
EE ise indiiklenen G6Paz seviyesini doza bagimli bir sekilde 25 pg/mL dozda % 37
oraninda azaltirken, 50 pg/mL dozda, metformine yakin bir seviyede % 71 oraninda
baskilamigtir. Sekil 4.12°de verilen, (+) Dex-cCAMP glukoneojenezin indiiklendigi
besiyerini, (-) Dex-CAMP, yalnizca DMEM besiyerini ifade etmektedir. Uygulama
gruplari, (-) Dex-cAMP kontrol, (+) Dex-cAMP kontrol, EE-25 pg/mL, Dex-cCAMP ile
birlikte uygulanan EE-50 pg/mL, BE-25 pg/mL, BE-50 pg/mL, metformin: 2 mM-pozitif
kontrol seklindedir. G6Paz gen ekspresyon seviyesi B-aktine goére normalize edilmistir.
Normalizasyon sonrasi (+) Dex-cAMP kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Her bir uygulama

triplike olarak yapilmstir.
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Sekil 4.12. EE ve BE’nin H4IIE hiicrelerinde G6Paz gen ekspresyon seviyesine etkileri.
*(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmektedir (p<0,05)

4.1.15.2. Ekstratlarin Insiilin Direnci Gelistirilen C2C12 Miyotiiplerinde

Insiilin Sinyalizasyonunda Rol Oynayan Proteinlerin Seviyeleri Uzerine Etkileri

Insiilin direnci modelinin hiicrelerde etkin bir sekilde olusturuldugunu gdstermek
icin p-AKTSer473 seviyesinin azalmasi biyomarkor olarak kullanilmaktadir (Hirabara,
2012). Bu nedenle, protein analizlerinde ilk olarak p-AKT seviyesi kontrol edilerek,
insiilin direnci olusup olusmadigmin dogrulamasi yapilmustir. Insiilin direnci modelinin

olusturulmasinin ardindan diger proteinlerle olan caligmalara devam edilmistir.

Western blot ¢aligmalar1 sonucu yapilan densitometrik analizler, p-AKTSer473/AKT
oraninin SYA ile insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde (-) SYA grubuna kiyasla
% 24 oraninda azaldigini gostermistir. Azalan bu p-AKTSer473/AKT seviyesi, (+) SYA
besiyeri icerisinde uygulanan EE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda sirasiyla % 43 ve % 37
oraninda, BE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda ise sirasiyla % 59 ve % 32 oranlarinda
artmistir (Sekil 4.13). Sekil 4.13’de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi
yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan
hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-
EE-25 pg/mL, (+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 pg/mL
seklindedir. p-AKTSer473 ve AKT protein seviyeleri B-aktine gére normalize edilmistir.

Normalizasyon sonrast (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image
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software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.13. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12 fare
iskelet kas1 hiicrelerindeki p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyeleri tizerine etkileri.
(B) p-AKTSerd73/AKT protein seviyelerinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi.
*(+) SYA kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik
goriilmektedir (p<0,05)

SYA ile insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde GLUT-4 seviyesinin (-) SYA
grubuna kiyasla % 43 oraninda azaldigi goriilmiistiir. Azalan GLUT-4 seviyesi, (+) SYA
besiyeri icerisinde uygulanan EE ve BE’ nin 25 ng/mL dozunda bir artis gdstermezken, 50
png/mL dozlarinda sirasiyla % 14 ve % 40 oraninda artmistir (Sekil 4.14). Sekil 4.14°de
belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi
uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama
gruplart, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL, (+) SYA-EE-50
pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 pg/mL seklindedir. GLUT-4 protein

seviyeleri B-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrast (-) SYA kontrol
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degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.14. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12 fare
iskelet kasi hiicrelerindeki GLUT-4 proteinlerinin seviyeleri lizerine etkileri. (B) GLUT-4
protein seviyelerinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu

ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

78



Insiilin reseptor beta proteini (IR-P) igin yapilan Western blot analizlerinde, (-) SYA
ve (+) SYA kontrol gruplar arasinda protein seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gozlemlenmemektedir. EE uygulamasi 25 ve 50 pg/mL dozlarda IR-B protein
seviyesini (+) SYA kontrol grubuna kiyasla % 5 ve % 13 oraninda artirirken, BE
uygulamasinin 25 ve 50 pg/mL dozlar1 bu proteinin seviyesini sirasiyla % 24 ve % 81
oranlarinda artirdig1 goriilmistiir (Sekil 4.15). Sekil 4.15’de belirtilen, (-) SYA, serbest yag
asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin
direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+)
SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 ug/mL, (+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+)
SYA-BE-50 pg/mL seklindedir. IR-B protein seviyesi B-aktine gore normalize edilmistir.
Normalizasyon sonrast (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image

software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.15. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12 fare
iskelet kasi hiicrelerindeki IR-B protein seviyesi lizerine etkileri. (B) IR-B protein
seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)
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p-IRS-1Ser307 protein seviyesi, SYA ile insiilin direnci gelistirilen C2C12
hiicrelerinde (-) SYA grubuna kiyasla % 87 oraninda artmustir. (+) SYA kontrol grubunda
artan p-IRS-1 Ser 307 proteinin seviyesi, EE ve BE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda (-)
SYA’ dan daha diisiik seviyelere ¢ekilmistir (Sekil 4.16). Sekil 4.16°da belirtilen, (-) SYA,
serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak
insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari; (-) SYA kontrol,
(+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 ug/mL, (+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 ug/mL,
(+) SYA-BE-50 ug/mL scklindedir. p-IRS-1Ser307 protein seviyesi p-aktine gore
normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmustir.

Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.16. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12 fare
iskelet kasi hiicrelerindeki p-IRS-1 Ser 307 protein seviyesi lizerine etkileri. (B) p-IRS-
1Ser307 protein seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol

grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriillmektedir (p<0,05)

Protein seviyesindeki degisimlere bakilan bir diger parametre lipoprotein lipaz (LPL)
enzimidir. Serbest yag asidi uygulamasiyla instilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde,

(-) SYA grubuna kiyasla, LPL seviyesinin % 27 oraninda azalmasi beklenen bir sonugtur
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Insiilin direnci gelistirilen hiicrelere uygulanan EE ve BE’nin 25-50 pg/mL dozlarinmn
azalan LPL seviyesini sirastyla % 92-50 ve % 66-38 oranlarinda artirmistir (Sekil 4.17).
Sekil 4.17°de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA,
serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade
etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL,
(+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 ug/mL seklindedir. LPL
protein seviyesi B-aktine goére normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol

degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.17. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12 fare
iskelet kasi hiicrelerindeki LPL protein seviyesi iizerine etkileri. (B) LPL protein
seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Yapilan densitometrik analizler, PPAR-y seviyesinin SYA ile insiilin direnci
gelistirilen C2C12 hiicrelerinde (-) SYA kontrol grubuna kiyasla % 57 oraninda azaldigini
gostermistir. Azalan PPAR-y seviyesi, (+) SYA besiyeri igerisinde uygulanan EE’nin 25
ug/mL dozunda anlamli derecede degismezken, 50 ug/mL dozunda % 27, BE’nin 25 ve
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50 pg/mL dozlarinda ise sirasiyla % 19 ve % 38 oranlarinda istatistiksel olarak anlaml
derecede artmistir (Sekil 4.18). Verilere bakildiginda, calismalarin devami igin segilen
EE’nin 50 pg/mL dozunda goriilen anlamli artis, bu fraksiyonun igeriginde PPAR-y
agonisti olabilecek bilesiklerin var oldugunu gostermektedir. Sekil 4.18’de belirtilen, (-)
SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi
yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-)
SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL, (+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-
BE-25 ug/mL, (+) SYA-BE-50 ug/mL seklindedir. PPAR-y protein seviyesi B-aktine gore
normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmustir.

Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.18. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan C2C12 fare
iskelet kasi hiicrelerindeki PPAR-y protein seviyesi lizerine etkileri. (B) PPAR-y protein
seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.1.1.5.3. Ekstratlarin Insiilin Direnci Gelistirilen H4ITE Hiicrelerinde Insiilin
Sinyalizasyonunda Rol Oynayan Proteinlerin Seviyeleri Uzerine Etkileri

Western blot calismalari sonucu yapilan densitometrik analizler, SYA ile insiilin
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direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde (-) SYA grubuna kiyasla p-AKTSerd73/AKT
oraninin % 27 oraninda azaldigint gostermistir. Bu sonug, H4IIE hiicrelerinde insiilin
direnci olustugunu gostermektedir. Insiilin direnci sonucu azalan p-AKTSer473/AKT
oranini, EE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlan sirasiyla % 8 ve % 13, BE’nin 25 ve 50 pg/mL
dozlar1 ise sirasiyla % 17 ve % 20 oranlarinda artirmigtir (Sekil 4.19). Sekil 4.19’da
belirtilen, (-) SYA Kkontrol, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (-) SYA, serbest yag
asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin
direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+)
SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL, (+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 ug/mL, (+)
SYA-BE-50 pg/mL seklindedir. p-AKTSer473 ve AKT protein seviyeleri p-aktine gore
normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmustir.

Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.19. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan H4IIE
hepatoma hiicrelerindeki  p-AKTSer4d73/AKT oram1 iizerine etkileri. (B) p-
AKTSerd73/AKT seviyelerinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik gortilmektedir

(p<0,05)
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IR-B protein seviyesi SYA ile insiilin direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde (-) SYA
grubuna kiyasla % 30 oraninda azalmistir. Insiilin direncinde azalan protein seviyesi
EE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda sirasiyla % 15 ve % 11, BE’nin 25 ve 50 pg/mL
dozlarinda ise sirastyla % 24 ve % 15 oranlarinda artmistir (Sekil 4.20). Sekil 4.20°de
belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi
uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama
gruplar, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 ug/mL, (+) SYA-EE-50
ug/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 ug/mL seklindedir. IR-B protein seviyesi
B-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol degeri 1 olarak

alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.20. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan H4IIE
hepatoma hiicrelerindeki IR-B protein seviyesi Tlizerine etkileri. (B) IR-f protein
seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

SYA ile insiilin direnci gelistirilen HA4IIE hiicrelerinde insiilin sinyalizasyon
yolaginda downstream yolaginda yer alan GLUT2 protein seviyesinin (-) SYA grubuna

kiyasla % 25 oraninda azaldign goriilmiistiir. Insiilin direncine bagimli olarak azalan
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GLUT?2 protein seviyesi EE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda uygulanmasiyla sirasiyla %
12 ve % 26 oraninda artmistir. Benzer sekilde, BE’nin 25 ve 50 pug/mL dozlari, insiilin
direnci ile azalan GLUT2 seviyesini sirastyla % 40 ve % 7 oranlarinda artirmistir (Sekil
4.21). Sekil 4.21°de belirtilen (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA,
serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade
etmektedir. Uygulama gruplari (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL,
(+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 pg/mL seklindedir.
GLUT-2 protein seviyesi -aktine goére normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-)

SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz

edilmistir.
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Sekil 4.21. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan H4IIE
hepatoma hiicrelerindeki GLUT-2 protein seviyesi lizerine etkileri. (B) GLUT-2 protein
seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

LPL seviyesi SYA ile insiilin direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde (-) SYA grubuna
kiyasla % 30 oraninda azalmistir. Daha oOncede belirttigimiz gibi insiilin etkisiyle

seviyesinde artig goriilen bu proteinin, insiilin direnci gelisimi sonucu azalmasi beklenen

85



bir yanittir. insiilin direnci ile azalan LPL seviyesi EE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda
anlamli sekilde degismezken, BE’nin 25 ve 50 pg/mL dozlarinda sirasiyla % 16 ve % 28
oranlarinda artirmustir (Sekil 4.22). Sekil 4.22°de belirtilen, (-) SYA kontrol, serbest yag
asidi uygulamasi yapilmayan, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA,
serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade
etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL,
(+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 pg/mL seklindedir. LPL
protein seviyesi 3-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol

degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.22. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan H4IIE
hiicrelerindeki LPL protein seviyesi tiizerine etkileri. (B) LPL protein seviyesinin
densitometrik  analizlerinin  karsilagtirilmasi.  *(+) SYA  kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

PPAR-y’ nin seviyesi, SYA ile insiilin direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde (-) SYA
kontrol grubuna kiyasla % 54 oraninda anlamli derecede azalmistir. Azalan PPAR-y protein
seviyesini (+) SYA besiyeri icerisinde uygulanan EE’nin 25 pg/mL dozu anlamli sekilde
degistirmezken, 50 pg/mL dozu % 59 oraninda, BE’nin 25 ve 50 ug/mL dozlan ise
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stirastyla % 44 ve % 23 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir (Sekil
4.23). Sekil 4.23°de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+)
SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade
etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 pg/mL,
(+) SYA-EE-50 pg/mL, (+) SYA-BE-25 pg/mL, (+) SYA-BE-50 ug/mL seklindedir.
PPAR-y protein seviyesi p-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-)

SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz

edilmistir.
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Sekil 4.23. EE ve BE’nin (A) serbest yag asidi ile insiilin direnci olusturulan H4IIE
hepatoma hiicrelerindeki PPAR-y protein seviyesi tizerine etkileri. (B) PPAR-y protein
seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Ekstratlarla gergeklestirilen ve yukarda verilen sonuglar EE’nin hedeflenen spesifik
etkiyi gosterme konusunda daha aktif ve daha doza bagimli bir egilime sahip oldugunu
gostermistir. Bu nedenle EE en aktif ekstrat olarak segilmis ve biyoaktivite rehberli

fraksiyonlama ¢aligmalarina bu ekstrat tizerinden devam edilmistir.
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4.1.2. Biyoaktivite Rehberli Calismalar ile Aktif EE Fraksiyonlarinin
Belirlenmesi

Ekstratlarla gerceklestirilen biyoaktivite caligmalar1 sonucu en aktif ekstrat olarak
belirlenen EE kolon kromatografisi kullanilarak 12 alt fraksiyona (E1-E12) ayrilmustir.
Sonrasinda elde edilen 12 alt fraksiyonun biyoaktiviteleri, 5 farkli parametre kullanilarak

taranmugtir. Elde edilen fraksiyonlarin adlandirilmasi Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. EE fraksiyonlarinin adlandirilmasi

ETIL ASETAT FRAKSIYONLARI

E1: 1-5. Fraksiyon E7: 36-39. Fraksiyon
E2: 6-10. Fraksiyon E8: 40-45. Fraksiyon
E3: 11-17. Fraksiyon E9: 46-50. Fraksiyon
E4: 18-25.Fraksiyon E10: 51-55. Fraksiyon
ES5: 26-29. Fraksiyon E11: 56-60. Fraksiyon
E6: 30-35. Fraksiyon E12: 61-63. Fraksiyon

4.1.2.1. EE Fraksiyonlarimmn H4IIE Hepatoma Hiicrelerinde Glukoneojenik
Glukoz Uretimi Uzerine Etkileri

E1-E12 fraksiyonlarinin H4IIE hepatoma hiicrelerinde glukoneojenik glukoz tiretimi
tizerine etkileri 25 pg/mL dozda taranmistir. Buna gore, glukoneojenezin indiiklenmesiyle
% 10 oraninda artan glukoneojenik glukoz iiretimi, E4, ES, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12
fraksiyonlarinin uygulandigi hiicrelerde sirasiyla % 61, % 69, % 47 ,% 47 , % 62, % 64, %
63, % 48, % 40 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli ve oldukc¢a etkili bir sekilde
baskilanmistir (Sekil 4.24). (+) Dex-CAMP glukoneojenezin indiiklendigi besiyerini, (-)
Dex-CAMP yalnizca DMEM besiyerini ifade etmektedir. (+) Dex-cAMP ile
glukoneojenezin indiiklendigi besiyerinde fraksiyonlarin 25 pg/ml dozlarmim uygulamasi
yapilmistir. Her bir uygulama triplike olarak yapilmistir. Glukoz konsantrasyonlari,
hiicrelerin protein konsantrasyonlarina gére normalize edilmistir. (-) Dex-cAMP kontrol

degeri % 100 alinmustir.
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Sekil 4.24. E1-E12 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozunun H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik
glukoz tretimi {izerine etkileri. *(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.1.2.2. Fraksiyonlarin H4IIE Hiicrelerinde Glukoneojenezde Rol Oynayan
Hedef Genlerin Ekspresyon Seviyesi Uzerine Etkileri

EE alt fraksiyonlarinin glukoneojenez yolaginda diizenleyici rol oynayan PEPCK ve
G6Paz genlerinin mRNA seviyeleri iizerine etkileri Real time-PCR analizi ile
belirlenmistir. Her gen i¢in ayr1 ayr1 amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi
olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapilmistir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen
gen ekspresyon diizeyleri karsilagtirilmali ddCt metodu kullanilarak ve B-aktin Ct degerine
karsi normalize edilerek hesaplanmistir. (+) Dex-cAMP ddCt degeri kalibrator olarak
kullanilmastr.

Deney sonuglarina gore, Dex-cAMP uygulamasi, PEPCK ekspresyonunu (-) Dex-
cAMP kontrole kiyasla % 78 oraninda anlamli sekilde artirarak bu hiicrelerde
glukoneojenezi bagarili bir sekilde indiiklemistir. Elde edilen verilere gore, E4, ES, E8, EO9,
E10, E11 ve E12 fraksiyonlarmin 25 pg/mL dozu Dex-CAMP ile indiiklenen PEPCK gen
ekspresyonunu sirasiyla, % 27, % 11, % 59, % 88, % 86, % 91 ve % 83 oranlarinda
baskilamistir. ES5 fraksiyonu haricindeki tiim baskilama oranlart istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05). E1, E2, E3, E6 ve E7 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozu PEPCK
ekspresyonunu, (+) Dex-cAMP kontrole kiyasla sirastyla %11, % 90, % 61, % 16 ve % 36
oranlarinda artirmustir  (Sekil 4.25). Sekil 4.25’de belirtilen, (+) Dex-cCAMP,
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glukoneojenezin indiiklendigi besiyerini, (-) Dex-CAMP yalnizca DMEM besiyerini ifade
etmektedir. E1-E12 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozda uygulamalart (+) Dex-CAMP
igerisinde yapilmustir. Pozitif kontrol olarak kullanilan metforminin dozu 2 mM’dir.
PEPCK gen ckspresyon seviyesi [B-aktine gére normalize edilmistir. Normalizasyon
sonrasi (+) Dex-CAMP kontrol degeri % 100 olarak alinmistir. Her bir uygulama triplike

olarak yapilmistir.
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Sekil 4.25. E1-E12 fraksiyonlarinin H4IIE hiicrelerinde PEPCK gen ekspresyon seviyesine
etkileri. *(+) Dex-cAMP indiiklenmis kontrol ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak
anlaml farklilik goriilmektedir (p<0,05)

E1-E12 fraksiyonlarmin G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan etkisi Sekil 4.26’ da
verilmektedir. Buna gére, Dex-cAMP uygulamasinin G6Paz gen ekpresyonunu (-) Dex-
cAMP kontrole kiyasla % 72 oraninda artirarak glukoneojenezi indiikledigi goriilmiistiir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan metformin (2mM dozda) glukoneojenezin indiiklendigi
hiicrelerde G6Paz ekspresyonunu % 68 oraninda azaltarak indiikleme yapilmamis kontrol
hiicrelerindeki seviyelere ¢ekmistir. Elde edilen verilere gore, ES, E7, E8, E9, E10, E11 ve
E12 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozu Dex-cAMP ile indiiklenen G6Paz gen ekspresyonunu
sirastyla, %19, % 35, % 99, % 99, % 99 ve % 96 oranlarinda baskilamistir. ES fraksiyonu
haricindeki tiim baskilama oranlari istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). E4 fraksiyonu
ise, herhangi bir degisiklik yaratmamistir. Ayrica, diger fraksiyonlardan E1, E2, E3
fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozu G6Paz ekspresyonunu, (+) Dex-cCAMP kontrol grubuna
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kiyasla sirastyla % 65, % 68, % 46 oranlarinda artirirken, E6 fraksiyonu herhangi bir
degisiklik yaratmamustir. Sekil 4.26’da belirtilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin
indiiklendigi besiyerini, (-) Dex-CAMP yalnizca DMEM besiyerini ifade etmektedir. E1-
E12 fraksiyonlarmin 25 pg/mL dozda uygulamalar1 (+) Dex-cAMP igerisinde yapilmustir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan metforminin dozu 2 mM’dir. G6Paz gen ekspresyon
seviyesi B-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (+) Dex-CAMP degeri

% 100 olarak alinmistir. Her bir uygulama triplike olarak yapilmistir.
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Sekil 4.26. E1-E12 fraksiyonlarinin H4IIE hiicrelerinde G6Paz gen ekspresyon seviyesine
etkileri. * (+) Dex-cAMP indiiklenmis kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.1.2.3. Fraksiyonlarinin Insiilin Direnci Gelistirilen C2C12 Hiicrelerinde Hedef
Proteinlerin Seviyeleri Uzerine Etkileri

Insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde, E1-E12 fraksiyonlarmmn 25 pg/mL
dozunda yapilan uygulamalarinin p-AKTSer473/AKT orani iizerine etkileri Sekil 4.27°de
verilmistir. Tarama sonuglarina gore, insiilin direnci gelisimiyle % 48 oraninda azalan p-
AKT seviyesini E4, E6, E9 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozlar1t % 40, % 48, % 69
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde artirirken, E1, E2, E3, E5, E7, E8 ve E10,
E11 ve E12 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozlar sirasiyla, % 21, % 31, % 12, % 32, % 14,
% 9, % 10, % 35, % 32 oranlarinda daha da azalmasina neden olmustur (Sekil 4.27). Sekil
4.27°de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag
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asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir.
Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-E1-E12-25 pg/mL
seklindedir. p-AKTSer473 ve AKT protein seviyeleri f-aktine gore normalize edilmistir.
Normalizasyon sonrasi kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software

kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.27. E1-E12 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozlarinin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan C2C12 fare iskelet kasi1 hiicrelerindeki p-AKTSer473/AKT
proteinlerinin seviyesi lizerine etkileri, (B) p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyelerinin
densitometrik  analizlerinin  karsilastirilmasi.*  (+) SYA  kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde, EE alt fraksiyonlarinin 25 pg/mL
dozunda yapilan uygulamalarin LPL seviyeleri iizerine etkileri Sekil 4.28’de verilmistir.
Tarama sonuglaria gore, insiilin direnci gelisimiyle % 34 oraninda azalan LPL seviyesini
El, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10 E11 ve E12 fraksiyonlarinin 25 ug/mL dozlarinin
% 94, % 12, % 28 % 11, % 12, % 62, % 30, % 16, % 63, % 41, % 158 ve % 34 oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigi goriilmistir (p<0.05), (Sekil 4.28). Sekil
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4.28’de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA serbest yag
asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir.
Uygulama gruplar1 (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-E1-12-25 ug/mL
seklindedir. LPL protein seviyeleri p-aktine gére normalize edilmistir. Normalizasyon
sonrast kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak

analiz edilmistir.
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Sekil 4.28. E1-E12 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozlariin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan C2C12 fare iskelet kasi hiicrelerindeki LPL protein seviyesi iizerine
etkileri. (B) LPL protein seviyelerinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+)
SYA kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goériilmektedir
(p<0,05)

Yukarida tek tek verilen sonuglarla fraksiyonlarin (E1-E12) insiilin direnci ve
dislipidemiye kars1 etkinlikleri 5 ayr1 parametre kullanilarak, kontrolli ve tekrarh
deneylerle taranmistir. Tarama sonuglarindan elde edilen verilerin 5 ayr1 parametredeki %
degisimleri genel sonug tablosunda verilmistir (Cizelge 4.2). Incelenen parametrelerde
istenilen yonde (artis/azalis) % 50 ve flizerinde degisime neden olan fraksiyonlar

isaretlenmistir.
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Cizelge 4.2. EE’den elde edilen (E1-E12) fraksiyonlarin 5 ayr1 parametre ile taranmasi

sonucunda ortaya ¢ikan % degisim tablosu

BiYOMARKERLAR (% Degisim)

Glukonojenik PEPCK G6Paz p-AKT/AKT LPL
Glukoz Ekspresyonu Ekspresyonu Protein Protein
EA ALT Uretimi Beklenen: Beklenen: Seviyesi Seviyesi
FRAKSiYONLARI Beklenen: %050" nin %50" nin Beklenen: Beklenen:
(25 pg/ml ) 950" nin iizerinde iizerinde %50 nin %50 nin
iizerinde azahs baskilama baskilama iizerinde artis iizerinde artis
El 39 § 11 ¢ 65 1 21 8 oA
E2 20 ¢ 90 1 68 1 31 § 12 ¢
E3 36 § 46 1 12 § 28 ¢
E4 27 § 1 3 40 1 11 ¢
E5 11 § 19 § 14 } 12 ¢
E6 16 1 3 1 48 % 62 ¢t
E7 47 ¥ 36 1 35 § 32 3 30 1
E8 3 16 ¢
E9
E10
E1l
E12 32 3

Cizelge 4.2 ye gore, etkin fraksiyon seciminde en az 3 parametrede % 50 ve lizerinde
beklenen degisimi gosteren fraksiyonlar “aktif fraksiyon™ olarak sec¢ilmistir. Sonuglara
gore E8, E10 ve E11 en az li¢ parametrede hedeflenen etkiyi gosterirken, E9 fraksiyonu
tim parametrelerde hedeflenen etkiyi yiiksek oranlarda saglayarak enm etkin fraksiyon
olarak belirlenmistir. Bu fraksiyonlar kullanilarak biyoaktivite rehberli etken madde

aydinlatma ve saflagtirma caligsmalarina devam edilmistir.

4.1.3. Aktif Olarak Belirlenen Fraksiyonlardan Etkin Molekiillerin
Saflagtirilmasi, Karakterizasyonu ve Biyoaktivite Calismalari

En etkin molekiillerin belirlenmesi amaciyla, aktif olarak segilen fraksiyonlardan
(E8, E9, E10, E11) saflastirilan bilesiklerle H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik glukoz
tiretiminin 6l¢iimii ile PEPCK ve G6Paz enzimlerinin gen ekspresyon seviyelerindeki
degisimler kullanilarak genel bir tarama testi yapilmistir. Bu testin sonucuna gore secilen
parametrelerden higbirinde etkinlik gostermeyen maddeler ileri mekanizma caligmalarina

dahil edilmemistir.
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4.1.3.1. Etkin molekiillerin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu
Aktif fraksiyonlarin (E8, E9 ve E10) HPLC-TOF/MS analizi sonucunda elde edilen
HPLC-TOF kromatogramlar1 ve negatif iyon Kkiitleleri Sekil 4.29° da verilmistir.

Rosmarinik asit standart olarak kullanilmistir.

%106 [-ESI BPC Scan Frag=175.0V 8.4
22
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o OH

0.2 /_‘//“\j\¥
0

%105 [-ESIBPC Scan Frag=1750V e3.d
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C22H20013
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15
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0.75: C23H24013
05
0.25-
0 e A

1 2 3 4 5 6 7 [] 3 M 1 %2 13 14 15 1 1/ 8 1 22 21 2 23 24 25 2% 27 28 2
Counts vs. Acquisition Time (min)

%105 [-ESI BPC Scan Frag=175.0V £10.4

Sekil 4.29. Aktif fraksiyonlarin (E8, E9 ve E10) HPLC-TOF kromatogramlari ve negatif

iyon kiitleleri

Saflagtirilan molekiillerin yapilari, yiiksek ¢oziiniirliikteki 600 MHz NMR cihazi ile
belirlenmistir. Saflastirilan bilesiklerin molekiil yapilar1 Sekil 4.30°da verilmistir.
Saflastirilan bilesiklerin yapisindaki karbon ve protonlarin varligi, molekiildeki konumlari
ve uzaysal olarak yonlenmesi 1D ve 2D NMR teknikleri ile belirlenmistir. Yapisi
belirlenen saf maddelere ait NMR spektrumlar1 EK 2.1, EK 2.2 ve EK 2.3’de verilmistir.
E8 fraksiyonundan flash kromatografisi ile 5 adet molekiiliin yapist aydmlatilmistir.
Bunlar, RA (Rosmarinik asit), CA (Kafeik asit), LUT (Luteolin), PAME (Propanoik asit
metil ester), L7G (Luteolin-7-glukozit) olarak belirlenmistir. E9 fraksiyonundan flash
kromatografisi ile 2 adet molekiiliin yapis1 aydinlatilmistir. Bunlar, RA (Rosmarinik asit)
ve BA (Benzoik asit) olarak belirlenmistir. E10 fraksiyonundan flash kromatografisi ile 2
adet molekiiliin yapisi aydinlatilmistir. Bunlar, A7G (Apigenin-7-glukozit), RA-CA

(kaffeoyl rosmarinik asit) olarak belirlenmistir.
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o /

Sekil 4.30. E8, E9, ve E10 fraksiyonundan izole edilen bilesiklerin yapilari

4.1.3.2. Saflastirillan Bilesiklerin H41IE Hepatoma Hiicrelerinde Glukoneojenik
Glukoz Uretimi Uzerine Etkileri

Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik glukoz
tretimi lizerine etkileri Sekil 4.31 de verilmistir. Buna gore, glukoneojenezin

indiiklenmesiyle % 35 oraninda artan glukoneojenik glukoz iiretimi; RA, CA, LUT,
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PAME, L7G, A7G, RA-CA, BA bilesiklerinin 50 pM dozlarinin uygulamasi sonrasi
sirastyla % 59, % 60, % 30 ,% 73, % 27, % 56, % 76, % 22 oranlarinda istatistiksel olarak
anlamli ve oldukea etkili bir sekilde baskilanmistir (p<0,05, Sekil 4.31). Sekil 4.31°de
belirtilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin indiiklendigi besiyerini, (-) Dex-CAMP yalnizca
DMEM besiyerini ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) Dex-cAMP, (+) Dex-cCAMP,
Dex-cAMP igeren besiyeri i¢cinde uygulanan RA-50 uM, CA-50 uM, LUT-50 uM, PAME-
50 uM, L7G-50 uM, A7G-50 uM, RA-CA-50 uM, BA-50 uM seklindedir. Her bir
uygulama triplike olarak yapilmistir. Normalizasyon sonrasi (+) Dex-CAMP degeri % 100

olarak alinmistir.
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204
0 T
Saf Molekiiller Ktrl Ktrl R A CA LUT PAME L7G A7G RA-CA B A
Konsantrasyon 50 pM
Dex-cAMP - + + + + + + + +

Sekil 4.31. Saflastirilan bilesiklerin 50 pM dozlarinin H4IIE hiicrelerinde glukoneojenik
glukoz tiretimi {izerine etkileri. * (+) Dex-c-AMP kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli farklilik gériilmektedir (p<0,05)

4.1.3.3. Saflastirilan Bilesiklerin H4IIE Hepatoma Hiicrelerinde PEPCK ve
G6Paz enzimlerinin mRNA seviyesi Uzerine Etkileri

Glukoneojenik glukoz iiretimi deneyi sonrasinda, Saflastirilan bilesiklerin 50 pM
dozunun PEPCK ve G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan etkileri degerlendirilmistir.
Deney sonuglarina gore, Dex-cAMP uygulamasi, PEPCK ekspresyonunu (-) Dex-cAMP
kontroliine kiyasla % 61 oraninda anlamli sekilde artirarak bu hiicrelerde glukoneojenezi
basaril bir sekilde indiiklemistir. Elde edilen verilere gore, S0 uM dozdaki RA, CA, A7G,
BA bilesikleri, Dex-cAMP ile indiiklenen PEPCK gen ekspresyonununda anlamli
degisiklikler yaratmazken, LUT bilesigi PEPCK gen ekspresyonunu % 84 oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baskilamistir (p< 0,05). PAME, L7G, RA-CA
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bilesiklerinin 50 uM dozlarinin ise, PEPCK gen ekspresyonlarinda % 35, % 59, % 49
oranindan artiglara neden oldugu goriilmistir (p< 0,05), (Sekil 4.32). Sekil 4.32°de
belirtilen, (-) Dex-cCAMP: yalnizca DMEM besiyerini, (+) Dex-CAMP glukoneojenezin
indiiklendigi besiyerini ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) Dex-cCAMP, (+) Dex-
CAMP, Dex-cAMP igeren besiyeri i¢inde uygulanan RA-50 uM, CA-50 uM, LUT-50 pM,
PAME-50 uM, L7G-50 uM, A7G-50 uM, RA-CA-50 uM, BA-50 uM secklindedir.
PEPCK gen ekspresyon seviyesi B-aktine gére normalize edilmistir. Normalizasyon
sonrast (+) Dex-CAMP degeri % 100 olarak alinmistir. Her bir uygulama triplike olarak

yapilmustir.

2001

relatif degisimi
- -
o w
o o

PEPCK mRNA seviyesinin
o
o
1
*

0 T
Saf Molekiiller  Ktrl Ktrl RA CA LUT PAME L7G A7G RA-CA BA

Konsantrasyon 50 pM
Dex-cAMP - + + + + + + + + +

Sekil 4.32. Saflastirilan bilesiklerin 50 pM dozlarinin H41IE hiicrelerinde PEPCK gen
ekspresyon seviyesine etkileri. *(+) Dex-cAMP indiiklenmis kontrol ile karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli farklilik gériilmektedir (p<0,05)

Saflagtirilan bilesiklerin 50 pM dozunun G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan
etkisi Sekil 4.33’de verilmektedir. Buna gore, Dex-cAMP uygulamasi, (+) Dex-cAMP
kontrol hiicrelerinde ekspresyon seviyesini (-) Dex-cAMP kontrole kiyasla % 72 oraninda
artirarak glukoneojenezi indiiklemistir. Elde edilen verilere gére, RA ve CA bilesiklerinin
Dex-cAMP ile indiiklenen Go6Paz gen ekspresyonununda degisiklik yaratmadigi
goriiliirken, LUT, PAME, RA-CA bilesiklerinin sirastyla, % 95, % 53, % 22 oranlarinda
anlaml derecede baskiladig1 goriilmiistiir (p<0,05). L7G, A7G, BA bilesiklerinin 50 uM
dozlarin ise, G6Paz gen ekspresyonunda % 33, % 41, % 22 oranlarinda artiglara neden
oldugu gorilmiistir (p< 0,05), (Sekil 4.33). Sekil 4.33’de belirtilen, (-) Dex-cAMP
yalnizca DMEM besiyerini, (+) Dex-CAMP glukoneojenezin indiiklendigi besiyerini ifade
etmektedir. Uygulama gruplari, (-) Dex-CAMP, (+) Dex-CAMP, Dex-cAMP igeren besiyeri
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icinde uygulanan RA-50 uM, CA-50 uM, LUT-50 uM, PAME-50 uM, L7G-50 uM, A7G-
50 uM, RA-CA-50 uM, BA-50 uM seklindedir. G6Paz gen ekspresyon seviyesi p-aktine
gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrast (+) Dex-CAMP degeri degeri % 100

olarak alinmistir. Her bir uygulama triplike olarak yapilmistir.
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< 5 100
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Py 501
©
w *
0 T
Saf Molekiiller Ktrl Ktrl RA CA LUT PAME L7G A7G RA-CA BA
Konsantrasyon 50 pM
Dex-cAMP - + + + + + + + + +

Sekil 4.33. Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin H4IIE hiicrelerinde G6Paz gen
ekspresyon seviyesine etkileri. *(+) Dex-cAMP indiiklenmis kontrol ile karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli farklilik gériilmektedir (p<0,05)

Saflastirilan bilesiklerle yapilan tarama testi sonuglarina gére, L7G ve BA bilesikleri
bahsedilen parametreler {izerinde etkinlik gostermediklerinden ileri mekanizma
calismalarina dahil edilmemistir. Bu ¢alismalara, RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA
bilesikleri ile devam edilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Saflastirilan bilesiklerin tarama sonuglari

BIYOMARKERLAR (% Degisim)

Saflastirillan Bilesikler GIUI(;?J:SCJ:;”IK PEPCK G6Paz

(50 uM) Dretimi ekspresyonu EKkspresyonu
RA 2 3
CA 5 8
LUT

PAME

L7G 59 3 1
A7G 20 41 %
RA-CA 49

BA 10 22 1

4.1.3.4. Saflastirilan Bilesiklerin Insiilin Direnci Gelistirilen C2C12
Hiicrelerinde Hedef Proteinlerin Seviyeleri Uzerine Etkileri

Insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde, saf bilesiklerin 50 uM dozda yapilan
uygulamalarinin p-AKTSer473/AKT seviyeleri tlizerine etkileri Sekil 4.34°de verilmistir.
Elde edilen verilere gore, insiilin direnci gelisimiyle % 36 oraninda azalan p-
AKTSerd73/AKT oranini; RA, CA, LUT, A7G, RA-CA bilesiklerinin 50 puM dozu,
strastyla % 170, % 278, % 279, % 155, % 294 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde artirirken (p<0,05), PAME bilesigi (+) SYA grubuna kiyasla anlamli herhangi bir
degisiklige neden olmamustir (Sekil 4.34). Sekil 4.34°de belirtilen, (-) SYA, serbest yag
asidi uygulamas1 yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamas1 yapilarak insiilin
direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+)
SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 uM, (+) SYA-CA-50 uM, (+) SYA-LUT-50 uM, (+) SYA-
PAME-50 uM, (+) SYA-A7G-50 puM, (+) SYA-RA-CA-50 uM seklindedir. p-AKTSer473
ve AKT protein seviyeleri f-aktine gére normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-)
SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz

edilmistir.
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I c2c12 i

p-AKTSer473 — — o —

AKT s — —— —

B -aktin - -
Safmolekiiller Ktrl Ktrl RA CA LUT PAME A7G RA-CA
Konsantrasyon 50 puM
SYA - + + + + + + +
B -
*
* *

p-AKTSer473/AKT
N

Saf molekiiller Ktrl Ktrl R A CA LUT PAME A7G RA-CA

Konsantrasyon 50 uM
SYA - + + + + + + +

Sekil 4.34. Saflagtirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan C2C12 fare iskelet kas1 hiicrelerindeki p-AKTSer473/AKT
proteinlerinin seviyesi tizerine etkileri. (B) p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyelerinin
densitometrik  analizlerinin  karsilastirilmasi.  *(+) SYA  kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Insiilin direnci gelistirilen C2C12 hiicrelerinde, saf bilesiklerin 50 uM dozda yapilan
uygulamalarinin IR-p seviyesi ilizerine etkileri Sekil 4.35’de verilmistir. Elde edilen
verilere gore, RA, CA, LUT, A7G, RA-CA bilesikleri 50 uM dozda IR-f seviyesini (+)
SYA kontrol grubuna kiyasla sirasiyla % 76, % 88, % 46, % 45, % 44 oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde artirirken (p<0,05), PAME bilesigi herhangi bir
degisiklik yaratmamustir. (Sekil 4.35). Sekil 4.35°de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi
uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci
olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA
kontrol, (+) SYA-RA-50 uM, (+) SYA-CA-50 uM, (+) SYA-LUT-50 uM, (+) SYA-
PAME-50 uM, (+) SYA-A7G-50 uM, (+) SYA-RA-CA-50 uM seklindedir. IR-p protein
seviyesi B-aktine gére normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SYA kontrol degeri

1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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A ! c2c12 |
IR'B - — — S —

B -aktin - -
Saf molekiller Ktrl  Ktrl RA CA LUT PAME A7G RA-CA

Konsantrasyon 50 uM
SYA - + + + + + + +

B 2,5

2,01

1,59

IR-P/P-aktin

0,51

0,0~
Safmolekiiller Ktrl Ktrl R A CA LUT PAME A7G RA-CA

Konsantrasyon 50 pM
SYA - + + + + + + +

Sekil 4.35. Saflagtirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan C2C12 fare iskelet kasi hiicrelerindeki IR-f protein seviyesi lizerine
etkileri. (B) IR-p protein seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. * (+)
SYA kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goériilmektedir
(p<0,05)

Saf bilesiklerin C2C12 hiicrelerinde arastirilan bir diger hedef protein PPAR-y’nin
seviyesi tizerine etkileri Sekil 4.36’da verilmistir. Sonuglara bakildiginda, RA, CA, LUT,
PAME, A7G, RA-CA bilesiklerinin 50 pM dozunun PPAR-y protein seviyesini (+) SYA
kontrol grubuna kiyasla sirasiyla % 217, % 223, % 49, % 81, % 103, % 99 oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigi goriilmiistiir (p<0,05). Bantlar Studio Image
software kullanilarak analiz edilmistir. (Sekil 4.36). Sekil 4.36°da belirtilen, (-) SYA,
serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak
insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol,
(+) SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 uM, (+) SYA-CA-50 uM, (+) SYA-LUT-50 uM, (+)
SYA-PAME-50 uM, (+) SYA-A7G-50 uM, (+) SYA-RA-CA-50 uM seklindedir. PPAR-y
protein seviyesi B-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon sonrasi (-) SY A kontrol

degeri 1 olarak alinmistir.
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Safmolekiiller Ktrl Ktrl RA CA LUT PAME A7G RA-CA
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SYA - + + + + + + +
B .

PPAR-,/'-aktin
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Sekil 4.36. Saflagtirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan C2C12 fare iskelet kas1 hiicrelerindeki PPAR-y protein seviyesi lizerine
etkileri. (B) PPAR-y protein seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. * (+)
SYA kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlaml farklilik gériilmektedir
(p<0,05)

4.1.3.5. Saflastirllan Bilesiklerin Insiilin Direnci Gelistirilen H4ITE Hiicrelerinde
Hedef Proteinlerin Seviyeleri Uzerine Etkileri

Insiilin direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde, saf bilesiklerin 50 uM dozda yapilan
uygulamalarinin p-AKTSer473/AKT seviyeleri lizerine etkileri Sekil 4.37°de verilmistir.
Elde edilen verilere gore, insiilin direnci gelisimiyle % 47 oraninda azalan p-AKT
seviyesini RA, LUT, PAME, A7G, RA-CA bilesiklerinin 50 uM dozu sirasiyla % 79, %
58, % 10, % 90, % 13 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde artirirken (p<0,05),
CA bilesigi % 12 oraninda azaltmistir. (Sekil 4.37). Sekil 4.37°de belirtilen, (-) SYA,
serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak
insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol,
(+) SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 uM, (+) SYA-CA-50 uM, (+) SYA-LUT-50 uM, (+)
SYA-PAME-50 uM, (+) SYA-A7G-50 uM, (+) SYA-RA-CA-50 uM seklindedir. p-
AKTSerd73/AKT protein seviyesi B-aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon

sonrast (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software
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kullanilarak analiz edilmistir.

A | H4IIE |

p-AKTSer473 = — —
AKT
B -aktin
Saf molekiiller Ktrl — Ktrl RA CA LUT PAME A7G RA-CA

Konsantrasyon 50 uM
SYA + + + + + + +

B 2,01

1,54 =

1,04
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p-AKTSer473/AKT
-|>(-

0,0 T
Safmolekiiller Ktrl Ktrl R A CA LUT PAME A7G RA-CA

Konsantrasyon 50 uM
SYA - + =+ + + + + +

Sekil 4.37. Saflagtirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan H4IIE hiicrelerindeki p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyesi
tizerine etkileri. (B) p-AKTSer473/AKT oranmin densitometrik analizlerinin
karsilastirilmasi. * (+) SYA kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli
farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Insiilin direnci gelistirilen H4IIE hiicrelerinde, saf bilesiklerin 50 uM dozda yapilan
uygulamalarinin LPL seviyeleri tlizerine etkileri Sekil 4.38” de verilmistir. Elde edilen
verilere gore, insiilin direnci gelisimiyle % 10 oraninda azalan LPL seviyesini RA, CA,
LUT, PAME, A7G, RA-CA bilesiklerinin 50 uM dozu sirasiyla % 327, % 21, % 31, % 52,
% 245, % 44 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir (p<0,05, Sekil
4.38). Sekil 4.38’de belirtilen, (-) SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilmayan, (+)
SYA, serbest yag asidi uygulamasi yapilarak insiilin direnci olusturulan hiicreleri ifade
etmektedir. Uygulama gruplari, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 uM,
(+) SYA-CA-50 uM, (+) SYA-LUT-50 uM, (+) SYA-PAME-50 uM, (+) SYA-A7G-50
uM, (+) SYA-RA-CA-50 uM seklindedir. LPL protein seviyesi p-aktine gore normalize
edilmistir. Normalizasyon sonrast (-) SYA kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar

Studio Image software kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 4.38. Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin (A) serbest yag asidi ile insiilin
direnci olusturulan H4IIE hiicrelerindeki LPL protein seviyesi lizerine etkileri. (B) LPL
protein seviyesi densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *(+) SYA kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.1.3.6. Saflastirilan Bilesiklerin Pankreatik BTC-6 Hiicrelerinde GLUT2
Protein Seviyesi Uzerine Etkileri

BTC-6 hiicrelerinde saf bilesiklerin 50 uM dozda yapilan uygulamalarinin GLUT2
protein seviyesi iizerine etkileri Sekil 4.39°da verilmistir. Elde edilen verilere gore, CA
bilesiginin 50 uM dozu kontrol grubuna kiyasla GLUT-2 protein seviyesini % 54 oraninda
artmistir (p<0,05). GLUT-2 protein seviyesinde RA bilesigi anlamli bir degisiklik
yaratmazken, LUT, PAME, A7G, RA-CA bilesikleri GLUT2 seviyesini kontrol grubuna
kiyasla sirasiyla % 29, % 55, % 44, % 30 oranlarinda azaltmistir (p<0,05). Pozitif kontrol
olarak kullanilan glibenklamidin ise, % 25 oraninda artisa neden oldugu gorilmiistiir.
(Sekil 4.39). Sekil 4.39°da belirtilen uygulama gruplari, kontrol, RA-50 uM, CA-50 uM,
LUT-50 uM, PAME-50 uM, A7G-50 uM, RA-CA-50 uM, GC: Glibenkalamid 10 uM
seklindedir. GLUT-2 protein seviyesi -aktine gore normalize edilmistir. Normalizasyon
sonras1 kontrol degeri 1 olarak alinmistir. Bantlar Studio Image software kullanilarak

analiz edilmistir.
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Sekil 4.39. Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarmin (A) BTC-6 pankreatik beta
hiicrelerinde hiicrelerindeki GLUT-2 protein seviyesi tizerine etkileri. (b) GLUT-2 protein
seviyesi densitometrik analizlerinin karsilastirilmasi. *Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli farklilik gériilmektedir (p<0,05)

4.1.3.7. Saflastirllan Bilesiklerin Pankreatik BTC-6 Hiicrelerinde Insiilin
Salinim Uzerine Etkileri

Saflagtirilan bilesiklerin 50 puM dozlarmin BTC-6 hiicrelerinde insiilin salinimi
tizerine etkileri Sekil 4.40°da verilmistir. Buna gore, RA, LUT, PAME ve RA-CA
bilesiklerinin 50 uM dozu insiilin salinimin1 Kontrole kiyasla % 15 % 11, % 10, % 11
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirirken (p<0,05), CA ve AT7G
bilesiklerinin % 16 ve % 44 oranlarinda baskiladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.40). Insiilin
salinmmini artiran  bilesikler pozitif kontrol olarak kullanilan Glibenklamid’e yakin
degerlerde bir etki yaratmustir. Sekil 4.40°da belirtilen uygulama gruplari, kontrol, RA-50
uM, CA-50 uM, LUT-50 uM, PAME-50 uM, A7G-50 uM, RA-CA-50 uM, GC-10 uM

seklindedir. Normalizasyon sonras1 kontrol degeri % 100 olarak alinmigtir.
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Sekil 4.40. Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin BTC-6 pankreatik beta hiicrelerinde
instilin salinimu iizerine etkileri. *Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak

anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.1.3.8. Saflastirilan Bilesiklerin Pankreatik BTC-6 Hiicrelerinde Glukokinaz
mRNA Seviyesi Uzerine Etkileri

Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin BTC-6 hiicrelerinde Glukokinaz mRNA
seviyesi iizerine etkileri Sekil 4.41° de verilmistir. Buna gore, RA, CA, LUT, RA-CA
bilesiklerinin 50 uM dozu Glukokinaz mRNA seviyesini kontrole kiyasla sirasiyla, % 36
% 75, % 199, % 72 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artirirken (p<0.05),
PAME bilesiginin % 15 oraninda baskiladigi goriilmistiir (Sekil 4.41). A7G bilesigi
anlamli1 bir degisim yaratmamustir. Sekil 4.41°de belirtilen uygulama gruplari, kontrol, RA-
50 uM, CA-50 uM, LUT-50 uM, PAME-50 uM, A7G-50 uM, RA-CA-50 uM, GC-10 uM

seklindedir. Normalizasyon sonrasi kontrol degeri % 100 olarak alinmistir.
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Sekil 4.41. Saflastirilan bilesiklerin 50 pM dozlarinin BTC-6 pankreatik beta hiicrelerinde
Glukokinaz mRNA seviyesi lizerine etkileri. *Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda

istatiksel olarak anlamli farklilik goriillmektedir (p<0,05)
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4.1.3.9. Saflastirilan Bilesiklerin 3T3L1 Hiicrelerinde Gliserol Salimmm Uzerine
Etkileri

Saflagtirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin 3T3L1 hiicrelerinde gliserol salinimi
tizerine etkileri Sekil 4.42° de verilmistir. Buna gore, 100 nM dozda isoproterenol
uygulamasiyla % 73 oraninda indiiklenen gliserol salinnmimi; LUT, PAME ve RA-CA
bilesiklerinin 50 uM dozu sirasiyla % 12, % 21, % 37 oranlarinda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde baskilanirken (p<0,05), RA, CA, A7G bilesiklerinin anlamli bir
degisiklik yaratmadigi gorilmistir (Sekil 4.42). Sekil 4.42’de belirtilen uygulama
gruplari, kontrol, indiiklenmis kontrol (100nM isoproterenol), RA-50 uM, CA-50 uM,
LUT-50 uM, PAME-50 uM, A7G-50 uM, RA-CA-50 uM seklindedir. Her bir uygulama

triplike olarak yapilmistir. Isoproterenol (+) kontrol degeri % 100 olarak alinmustir.
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Sekil 4.42. Saflastirilan bilesiklerin 50 uM dozlarinin 3T3L1 hiicrelerinde gliserol salinimi
lizerine etkileri. * Isoproterenol (+) kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak

anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.1.3.10. Saflastirilan Bilesiklerin H4IIE Hiicrelerinde Transkriptom Uzerine
Etkileri

Deney protokollerin uygulamalar1 sonucu, H4IIE sican karaciger hiicrelerinde tiim
transkriptom degisimlerini tayin etmek ve uygulamalar aras1 degiskenlikleri daha genis
bir bicimde ortaya koymak icin tiim genom transkriptom analizleri hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Bu analiz i¢in insilin sinyal yolaginda ve glukoz metabolizmasinda
merkezi diizenleyici rolleri hepatik hiicreler secilmistir. Bu analizler yedi farkli grupta
yapilmistir: 1. Grup: (+) SYA (insiilin direnci gelistirilen), 2.Grup: (-) SYA (normal
kontrol), 3. Grup: RA 50 uM (+) SYA, 4.Grup: CA 50 uM (+) SYA, 5. Grup: RA-CA 50
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uM (+) SYA, 6. Grup: LUT 50 uM (+) SYA, 7. Grup: EE-25 pg/ml (+) SYA. Bu analiz
icin Oncelikle, H41IE hiicrelerinde serbest yag asidi uygulamasi ile insiilin direnci modeli
gelistirilerek, aktif ekstrat/bilesiklerin uygulamalar1 yapilmistir.  Orneklerin  RNA
izolasyonlari, konsantrasyon ve kalite kontrolleri yapilarak, kuru buz igerisinde hizmet
aliminin gergeklestirildigi firmaya ulasmasi saglanmistir. Firma tarafindan, 6rneklerin
cRNA doniigiimleri yapilarak Agilent platformunda 55 bin prob kullanilarak, “SurePrint

G3 Sican Gene Expression 8x60K” ile tiim genom ekspresyon profili ¢ikarilmastir.

Ham mikrodizi verisi Agilent Feature Extraction v11.0.1.1 programi yardimi ile
elektronik verilere doniistiiriilmiistiir. Verilerin karsilastirmali analizleri i¢in her 6rnegin
verisinden arka plan giriltiisii uzaklastirilarak ve tim Orneklerin verisi yiizdelik
normalizasyona tabi tutulmustur. Daha sonra normalize edilen verilere analiz
basamaklarinda kullanilmak iizere Log transformasyonu uygulanmistir. Tiim bunlara ek
olarak normalize edilen veriler (hangi grupta olduklari goz 6nline alinmadan) Grneklerin
tim genom gen ekspresyon profillerinin hiyerarsik kiimeleme analizleri ‘Correlation-
average’ yaklasimi kullanilarak olusturulmustur.

On analizin tamamlanmasindan sonra elde edilen veriler kullanilarak ornekler
gruplandirilmis ve diferansiyel ekspresyon analizi yapilmistir. Analizler yapilirken gruplar
kendi igerisinde degerlendirilmistir. Her grup icerisinde ise ii¢ test 6rnegi kontrol drnekleri
ile karsilastirilmistir. Calismada o6rnek bazinda sadece teknik replikalar alt gruplar
olusturdugundan dolay1; problarin ekspresyon dl¢iimlerindeki ‘kat degisim’ (Fold Change)
miktarlar1 goz tiniinde bulundurulmustur. Cizelge 4.4’de 6rnekler ve bu orneklerin kontrol
orneklerine gore kat degisim limitleri ve bu limitin iizerinde degisim gdsteren problarin

sayist verilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Orneklerde degisim gdsteren prob sayilari

Test 6rnegi Kontrol 6rnegi Prob sayisi
SYA (insiilin direnci gelistirilen) SYA (normal kontrol) 3490
RA 50 uM (+)SYA SYA (insiilin direnci gelistirilen) 3045
CA 50 uM (+)SYA SYA (insiilin direnci gelistirilen) 3331
RA-CA 50 uM (+)SYA SYA (insiilin direnci gelistirilen) 3874
LUT 50 uM (+)SYA SYA (insiilin direnci gelistirilen) 3334
EE (25 pg/ml) (+)SYA SYA (insiilin direnci gelistirilen) 3818
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Mikroarray sinyallerinin filtrelenmesinden sonra, toplam 55.681 prob setinde 28.604 ifade
edilmis transkript bulunmustur. H4IIE sigan karaciger hiicrelerinde insiilin direnci
olusturulmasi sonucunda, 1749 adet probun ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla
artmis, 1741 adet probun ckspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla azalmistir. Bu
problarin ileri analizleri sonucunda toplam 347 yolakta degisimler oldugu saptanmistir.
Gen ekspresyonlarindaki degisimler tek basina yeterli bilgiyi saglayamadigindan, DAVID
Biyoinformatik Veritabani ve KEGG ile yolak analizi gerceklestirilmistir. Bu analize gore,
insiilin direnci ve insiilin sekresyonu, PPAR sinyalizasyonu, glukagon sinyalizasyonu ve
PIBK-AKT sinyal yolaklart 6nemli o6l¢iide etkilenmistir. Tiim bu analizler, SYA
uygulamasinin, insiilin direnci (10 gen), insiilin sekresyon yolagi (8 gen), PPAR sinyal
yolagi (10 gen), immiin yanit (22 gen) ve inflamasyonla (21 gen) ilgili bir grup genin SYA
uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna kiyasla ekspresyonlarinin artmasina ve
azalmasina neden oldugunu gostermektedir (EK Cizelge 3.1). SYA ile insiilin direnci
geligsmis hiicrelere EE (25 pg/mL) uygulamasi sonucu, insiilin direnci olusturulmayan
hiicrelere kiyasla 3818 transkriptten 1896 adetinin ekspresyonunun arttigi, 1922 adetininin
ekspresyonunun azaldig1 goriilmiistiir. Insiilin direnci ve insiilin sinyal yolaginda meydana
gelen degisimler yapilan bu analizlerle de saptanmig, mRNA ve protein ifade ¢aligmalarini
destekler nitelikte sonuglar elde edilmistir. Benzer sekilde filtrelenmis 6rneklerden FC
analizi sonucunda, hiicrelere uygulanan RA’nin, 1545 adet probun ekspresyon seviyesinin
kontrol grubuna kiyasla artmasina, 1520 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla
azalmasina sebep oldugu gorilmiistiir. Hiicre hattinda 50 uM CA uygulamas1 sonucunda
1651 adet probun ekspresyon seviyesi artarken 1680 adet probun ekspresyonunun azaldigi
saptanmistir. Benzer sekilde, 50 pM RA-CA uygulamasi toplamda 3874 adet genin
expresyonunda (1944 artan ve 1930 azalan) degisime sebep olmustur. LUT maddesi 1901
adet probun artmasina sebep olurken, 1933 probun azalmasina neden olmustur. Son olarak
EE, 1896 genin ekspresyon seviyesinde artisa neden olurken 1922 genin seviyesinde
azalisa neden olmustur. ileri transkriptom analizleri sonucunda insiilin direnci gelistirilen
hiicrelerle kontrol hiicreleri karsilastirildiginda 6zellikle karbonhidrat (glukoneojenez,
glikojen, glikoliz) ve lipit metabolizmasinda (lipojenez ve lipoliz) gorev alan yolaklarda ve
bunlarin sinyal iletiminden sorumlu genlerin ifadelerinde degisimler oldugu ortaya
koyulmustur. Bu degisimler aktif bilesik ve ekstrat uygulamasi sonucunda 6nemli oranda
kontrol ifadelerine benzer sekilde degismistir. Elde edilen sonuglar, mRNA ve protein
ifade calismalar1 ile de paralellik gostermekte olup, bunlart dogrulayici ve genisletici

niteliktedir.
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4.1.3.11. inflamasyon Modeli Gelistirilen RAW264.7 Makrofaj Hiicrelerinde
RA-CA Molekiiliiniin Nrf-2 Aracihklhh Mekanizmasi
RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde RA-CA’ nin Nrf-2 araciligiyla kronik
inflamasyona karsi koruyucu mekanizmasmin aydinlatilmasi i¢in gen sessizlestirme
yontemi kullanilmistir. Buna gére RA-CA’ nin, Nrf-2 transkripsiyon faktorii araciligiyla
regiilasyonlar1 saglanan ve inflamatuar yanitta koruyucu etki gosteren antioksidan
enzimlerin mRNA seviyeleri lizerine etkileri belirlenmistir.
LPS ile inflamasyonun indiiklendigi makrofaj hiicrelerinde Nrf-2 protein seviyesi
LPS kontrol grubunda % 27 oraninda azalmigtir. Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi
yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde, kontrol sSiRNA grubuna kiyasla Nrf-2 siRNA
grubunda ekspresyon seviyesinin anlamli derecede azalmasi (% 100) Nrf-2 geninin

sessizlestirildigini gostermektedir (p<0,05), (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde
RA-CA’ nin Nrf-2 mRNA seviyesi {izerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde, RA-
CA’ nin 50 uM dozda uygulamasimin kontrol siRNA grubunda HO-1 mRNA seviyesini
2,6 kat artirdig1 goriilmiistiir (p<0,05), (Sekil 4.44). Sessizlestirme yapilan Nrf-2 sSiRNA
grubunda ise, Kontrol siRNA grubu RA-CA uygulamasina kiyasla bu indiikklenmenin 10
kat daha az bir oranda oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.44’de belirtilen uygulama gruplart,
kontrol LPS (-), kontrol LPS (+), RA-CA 50 uM seklindedir. Her bir uygulama triplike
olarak yapilmistir. Kontrol siRNA grubu Kontrol LPS (+) degeri % 100 olarak alinmistir.
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Sekil 4.44. Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde
RA-CA’ nin HO-1 mRNA seviyesi lizerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde, RA-
CA’ nin 50 uM dozda uygulamasinin kontrol sSiRNA grubunda NQO1 mRNA seviyesini
3,4 kat artirdigr gorillmiistir (p<0,05), (Sekil 4.45). Sessizlestirme yapilan Nrf-2 SiRNA
grubu kontrol siRNA grubuna kiyaslandiginda bu indiikklenmenin gergeklesmedigi
goriilmektedir. Sekil 4.45°de belirtilen uygulama gruplari, kontrol LPS (-), kontrol LPS
(+), RA-CA 50 uM seklindedir. Her bir uygulama triplike olarak yapilmistir. Kontrol
siRNA grubu kontrol LPS (+) degeri % 100 olarak alinmustir.
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Sekil 4.45. Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde
RA-CA’ nin NQO1 mRNA seviyesi tizerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)
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Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde,
LPS uygulamasiyla (+) LPS grubunda iNOS mRNA seviyesinde goriilen artis (% 100) bu
hiicrelerde inflamasyon modelinin gelistirildigini gostermektedir (p<0,05). Kontrol siRNA
grubunda RA-CA’ nin 50 uM dozda uygulamasi ise, INOS mRNA seviyesini 1,9 kat
azaltarak inflamasyona karsi koruyucu etki saglamistir (p<0,05), (Sekil 4.46).
Sessizlestirme yapilan Nrf-2 siRNA grubunda ise, Kontrol siRNA grubuna kiyasla
azalmanin 1,3 Kat arttig1 goriilmiistiir (p<0,05). Sekil 4.46’da belirtilen uygulama gruplari,
kontrol LPS (-), kontrol LPS (+), RA-CA 50 uM seklindedir. Her bir uygulama triplike
olarak yapilmistir. Kontrol sSiRNA grubu kontrol LPS (+) degeri % 100 olarak alinmistir.
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Sekil 4.46. Nrf-2 siRNA ile gen sessizlestirmesi yapilan RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde
RA-CA’ nin iINOS mRNA seviyesi lizerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,05)

4.2. Tartisma

Cagimizin getirdigi ileri ve modern teknolojiyle beraber degisen yasam tarzi 6rnegin
fiziksel aktivitenin azalmasi, siirekli ve dengesiz beslenme, yiiksek kalorili besinlerin
kullanimi, gidalarda bulunan katki maddeleri metabolik kokenli hastaliklarin goriilme
sikligin1 oldukga artirmistir. Bunlarin en 6nemlilerinden biri olan MetS, insiilin direnci,
dislipidemi, hipertansiyon ve abdominal obezite gibi bircok metabolik bozuklugun da bir
arada gorildigi, T2D ve kardiyovaskiiler hastaliklarla yakindan iligkili olan multi-
faktoriyel bir hastaliktir (Sekil 4.47). Bu hastalik tiim diinyada yetiskin niifusun énemli bir
kismimi etkileyen yiiksek bir prevalansa sahiptir (Xia ve Weng, 2010; Lam ve LeRoith,
2015).

113



METABOLIK
Hastaligi SENDROM

Kronik inflamasyon

Koroner Arter

Glukoz intoleransi

Sekil 4.47. Metabolik sendromla iligkili metabolik bozukluklar

MetS gelisiminin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in farmakolojik ve farmakolojik olmayan
birtakim terapotik stratejiler kullanilmaktadir. Bu stratejilerin basinda tedavi siirecine
biiyiikk oranda katki saglayan yasam tarzi degisiklikleri yer almaktadir. Pek ¢ok birey bu
yaklasimi benimsemekte giiglilk ¢ekmekte, bu nedenle de farmakolojik yaklasimlara
yonlendirilmektedir. Ancak, birden fazla metabolik bozukluga karsi uzun siireli, ¢ok sayida
ilag kullanimi ve olugan yan etkiler bireyleri farkli tedavi stratejilerinin arayigina
sokmaktadir. Ozellikle, fenolik bilesiklerce zengin dogal iiriinleri igeren diyetsel
diizenlemeler tedavide sikga tercih edilen alternatiflerdir (Vinayagam ve ark., 2016).
Literatiirde flavonoidlerin ve polifenolik asitlerin yiiksek oranda bulundugu dogal
tiriinlerce zengin diyet ile hastaliklarin engellenmesi arasinda pozitif bir korelasyon
oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Pek ¢ok bitki ekstratinin ve
icerigindeki aktif bilesenlerin MetS patojenezinde yer alan birden ¢ok mekanizma iizerinde
etkin oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir Bu ¢alismalarda, Cinnamomum cassia
bitkisinden saflagtirilan Sinnamon bileseninin antihiperglisemik ve antihipertansif etkiye
sahip oldugu (Kim ve ark., 2006; Preuss ve ark., 2006); Artemisia dracunculus ekstratinin
ve igerigindeki aktif bilesenlerin hepatik glukoz ¢ikisini baskilayarak hipoglisemik etkiye
sahip oldugu, ayn1 zamanda insiilin hassasiyetini artirdigi (Ribnicky ve ark., 2006; Wang
ve ark., 2008); Trigonella foenum-graecum bitkisi tohumlarinin antihiperglisemik ve
antihiperkolestrolemik etki sagladigi rapor edilmistir (Srinivasan ve ark., 2006; Graf ve
ark., 2010). Vitis vinifera bitkisiyle yapilan in vivo bir calismada, bu bitkinin plazma
kolestrol seviyesi tizerinde diizenleyici etkiye sahip oldugu gosterilirken (Quesada ve ark.,
2009), 2009°da MetS’li bireylerle yapilan klinik ¢alismada ise ayni bitkinin giiclii sekilde

antihipertansif etki sagladigi rapor edilmistir (Sivaprakasapillai ve ark., 2009; Graf ve ark.,
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2010). Literatiirde yer alan diger ¢aligmalarda flavonoidlerin, (i) hepatositlerde glukoz
metabolizmasinin regiilasyonu araciligiyla hiperglisemiyi iyilestirmesi, (ii) pankreatik beta
hiicrelerinde apoptozisi azaltarak insiilin salimimini artirmasi, (iii) adipositlerde ve iskelet
kasinda insiilin hassasiyetini artirmasi, (iv) iskelet kas1 ve adipoz dokuda glukoz alimimi
artirmasi, metabolik olarak aktif pek c¢ok dokuda farkli sinyal yolaklari iizerinde
diizenleyici etkisi oldugunu agikca gostermektedir (Babu ve ark., 2013). Dolayisiyla, bu
calismalarda oldugu gibi bitkisel kokenli preparatlarin ya da aktif bilesenlerin metabolik
etkilerinin aydinlatilmasi ve standardizasyonlarinin saglanmasi, MetS gibi kompleks
hastaliklarin tedavisinde kullanimlarint miimkiin kilabilir.

Giiniimiizde MetS tedavisinde kullanilan multihedef tek bir farmakolojik ajan yoktur.
Bu nedenle, hastalarin biiyiik bir cogunlugunda, biitiin MetS komponentlerini tek tek hedef
alan farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir (Nammi ve ark., 2009). Ne yazik ki bu yaklagim
hastalar1 uzun yillar veya kimi zaman 6miir boyu ¢ok sayida ve ¢ok ¢esitli ilag kullanimina
mahkum etmektedir. Buda ilerleyen siirecte, karaciger toksisitesi, bobrek hasart gibi agir
yan etkilerin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir (Lender ve Sysko, 2006). Bu nedenle,
bitkisel kokenli multi-hedef geleneksel yaklasimlarin arastirilmasi, ortaya koyulmasi ve
daha az yan etkiye sahip multi-hedef etken fitokimyasallarin tespit edilmesi son derece
Oonemlidir.

Bu tez calismasinda, genis bir sifali bitkiler kaynagi bulunan {ilkemizin kiiltiiriinden
yola ¢ikilarak, MetS tedavisinde aday olabilecek aktif bitki ekstratlari ve aktif
fitokimyasallarin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu amacla, proje kapsaminda ¢alisilan
bitki tiirii, Canakkale ve yakin cevresinde (Bayramig, Ayvalik, Kazdaglari, Bandirma,
Balikesir ve Edremit) gerceklestirilen etnobotanik caligsmalarda ele alinan bitkiler tek tek
taranarak belirlenmistir. Halk arasinda seker hastaligi, yiiksek tansiyon, kalp ve damar
hastaliklarinin tlimiiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan “Karabas otu” MetS’nin tiim
bilesenlerini hedef alan bir bitki tiirii olarak se¢ilmistir.

Tez ¢alismasinda, Karabas otu sulu ekstresinin MetS’ ye kars1 potansiyel iyilestirici
etkileri ve molekiiler mekanizmalar1 in vitro hiicre tabanli deneysel (in vitro cell based
assay) yontemler kullanilarak ilk defa aragtirilmistir. Ayni zamanda ¢alismada elde edilen
sulu ekstrenin biyoaktivite rehberli tarama ¢alismalari sonucu asamali olarak
fraksiyonlanmasiyla igerigindeki MetS’ya karsi etkin “aktif molekiiller” tespit edilmis,
bunlarin fizyolojik etkileri ve molekiiler mekanizmalari hiicre tabanli in vitro yontemler

kullanilarak aydinlatilmigtir.
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Tez galismasinin ilk agamasinda, Karabas otu sulu demlemesinden elde edilen EE ve
BE’nin hiicre i¢i glukoz alimi, glukoz tiikketimi ve glukoneojenik glukoz iiretimi gibi
fizyolojik parametreler tizerine etkileri degerlendirilmistir. Boliim 1’de ayrintili sekilde
bahsedildigi ilizere, iskelet kasi, viicutta insiilinle uyarilan glukoz aliminin % 80 oraninda
gerceklestigi organdir. Plazma glukozun artisina yanit olarak salinan insiilinin hiicrede
baglattig1 sinyalizasyon sonucu glukoz hiicre igine alinarak ya enerjiye cevrilir ya da
ihtiya¢ olmamasi durumunda glikojen olarak depolanir. Sistemik insiilin direncinin, temel
olarak iskelet kasinda insiilin aracili glukoz alimini siirladig1 bilinmektedir. Serbest yag
asitleri ile indiiklenen insiilin direnci durumunda kas hiicrelerinde glukoz aliminin 6nemli
oranda azaldig1 daha onceki ¢alismalarla gosterilmistir (Dresner ve ark., 1999; Griffin ve
ark., 1999). Bu c¢alismada, Karabas otu sulu demlemesinden elde edilen BE ve EE’nin
C2C12 iskelet kasi hiicrelerindeki glukoz aliminda istatistiksel olarak anlamli 6nemli
artiglar (sirasiyla % 97-78 ve % 120-182) yarattig1 tespit edilmistir. Ekstratlarin iskelet kasi
hiicrelerindeki glukoz alimi iizerindeki etkileri, kandaki glukoz homeostazin1 dengelemede
piyasada yaygin kullanilan ve etkili bir ajan olan metformine (2 mM) ¢ok yakin, hatta
EE’de (50 pg/mL) bu oranin metformine kiyasla % 50 daha fazla oldugu goriilmustiir.

Kandaki glukoz homeostazinin dengelenmesinde karaciger hiicrelerinin énemli rolii
vardir. Karaciger bu islevini, 1) depo glikojenin hidrolize edilerek glukoz molekiiliine
dontistiiriildiigii glikojenoliz ile, ii) glukozun karbonhidrat olmayan kaynaklardan (piirivat,
laktik asit, aminoasitler gibi) tiretildigi glukoneojenez yolagiyla ger¢eklestirmektedir.
Glukoneojenez viicutta baslica -% 85 oraninda- karacigerde gerceklesmektedir. Ozellikle
glukoneojenez karacigerin uzun siireli ag¢lik durumlarinda kandaki glukoz seviyesini
dengelemek i¢in kullandigi en 6nemli mekanizmalardan biridir. Normal sartlar altinda,
hepatik glukoneojenik glukoz iiretimi insiilin tarafindan inhibe edilerek plazmaya glukoz
cikisi engellenir. Ancak hiperglisemik, insiilin direngli ya da T2D hastalarinda bu
inhibisyon mekanizmasi1 diizgiin c¢alismadigi i¢in karaciger glukoneojenezle glukoz
iretmeye devam eder, bu da hasta bireylerde kandaki glukoz oraninin siirekli yiiksek
kalmasma neden olur. Gilinlimiizde yeni anti-hiperglisemik molekiillerin arastirilmasinda
glukoneojenik glukoz iiretimini baskilama (inhibe etme) potansiyeli arastirilan en énemli
mekanizmalardan biridir (Cheng ve ark., 2012; Govorko ve ark., 2007; Rojo ve ark., 2012;
Waterman ve ark., 2015). Bu nedenle, ¢alisma kapsaminda elde edilen ekstratlar,
karacigerdeki glukoneojenik glukoz {iretimini baskilama potansiyelleri acisindan
degerlendirilmistir. Sonuglara gore glukoneojenik glukoz iiretimini baskilama agisindan en

etkin ekstratin pozitif kontrole (metformin) en yakin degerleri veren EE (% 82-87) oldugu
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goriilmektedir. C2C12 hiicrelerinde elde edilen glukoz alimi sonuglari, H4IIE hiicrelerinde
elde edilen glukoneojenik glukoz iiretimi sonuglarina benzer olarak en etkin/aktif ekstratin
EE oldugunu gostermistir. Fizyolojik etki calismalar1 sonuglarina bakildiginda en etkin
ekstratin EE oldugu goriilmiistiir.

Normal sartlarda, uzun siireli aglik kosullarinda hepatik hiicrelerde piruvat, laktat
gibi karbonhidrat olmayan kaynaklardan glukoneojenez yolagi ile glukoz iiretilerek
dolasima salinir ve enerji saglanir. Bu aglik kosullarinda isleyen dogal bir mekanizmadir.
Ancak tokluk durumunda kandaki glukoz orani artinca insiilin uyarisi ile birlikte hepatik
hiicreler bu glukoneojenik glukoz iiretimini glukoneojenez yolaginda yer alan hiz
smirlayict enzimler olan PEPCK ve G6Paz enzimlerini baskilayarak durdurular. Insiilin
direnci ve beraberinde gelisen tip 2 diyabet kosullarinda ise, hedef hiicreye glukoz alimi
siirli oldugundan glukoneojenez yolagindaki modulator enzimlerden PEPCK ve G6Paz’1n
seviyelerinin artmastyla glukoneojenez yolagi aktive olur ve sonugta plazmadaki glukoz
konsantrasyonu oldukg¢a artar (Hall ve Granner, 1999; Quinn ve Yeagley, 2005). Bu
nedenle, glukoz homeostazinin dengelenmesinde glukoneojenez yolaginda gorev alan
enzimlerin seviyelerinin baskilanarak hepatik hiicrelerden glukoz ¢ikisinin azalmasi
onemlidir. Calismada, EE ve BE’nin hepatik hiicrelerde gerceklesen glukoneojenik glukoz
tiretimi iizerine etkileri (fizyolojik etki) degerlendirildikten sonra, bu yolaktaki etkisini
nasil gosterdigi, yani hiz sinirlayict anahtar enzimlerden PEPCK ve G6Paz’ in ekspresyon
seviyelerini baskilaylp baskilamadigi arastirilmistir. Hepatik hiicrelerde indiiklenen
glukoneojenez yolaginda seviyeleri artan regiilator enzimlerin (PEPCK ve Go6Paz),
ekstratlarin uygulamasiyla mRNA ekspresyonlarinda onemli diistisler kaydedilmistir.
Ozellikle, fizyolojik etki galismalarinda yiiksek aktivite gdsteren EE’nin G6Paz mRNA
ekspresyonunu baskilayarak glukoneojenik glukoz iiretimini azalttig1 sdylenebilir.

Elde edilen ekstratlarla fizyolojik boyutta ve gen ekspresyon seviyesinde
gerceklestirilen  calismalarin  ardindan  yapilan  protein  analizlerinde, insiilin
sinyalizasyonunda kritik rol oynayan molekiillerin seviyelerindeki degisimler
aragtirtlmistir. Bunlarin en Onemlilerinden biri olan AKT proteini gerek karaciger
hiicrelerinde gerekse de perifer hiicrelerde insiilin sinyalizasyonunda merkezi rol oynayan
bir proteindir. Bu molekiil insiilin uyarisiyla 473. serin kalintisindan fosforile (p-AKT)
olarak sinyalizasyonda bir¢ok metabolik yolagin aktivasyon ya da inhbisyonunu
gerceklestiren merkezi role sahip bir molekiildiir. Ornegin, insiilin sinyali ile karaciger
hiicrelerinde glukoneojenezi inhibe ederken, glikojen ve lipid sentezi yolaklarini aktive

etmektedir. Palmitik asit 1ile gelistirilen insiilin direncinde modellerinde AKT
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fosforilasyonun ve aktivitesinin azaldigi yapilan caligmalarla gosterilmistir (Schmitz-
Peiffer, 2000; Martins ve ark., 2012). En son 2014 yilinda Nutrition dergisinde yayinlanan
bir makaleyle tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin ve ekstratlarin insiilin direnci ve
hiperglisemiye karsi etkinliklerinin taranmasinda p-AKTSer473/AKT oranindaki artigin
etkin bir sekilde kullanilabilecegi gosterilmistir (Boudreau ve ark., 2014). Ayrica, p-
AKTSer473 seviyesinin azalmasi hiicrelerde insiilin direnci modelinin etkin bir sekilde
olusturuldugunu gostermek icin biyomarkor olarak da kullanilmaktadir (Hirabara, 2012).
Calismamizda, SYA uygulamasi yapilan her iki hiicre hattinda (C2C12 ve HA4IIE),
uygulama yapilmayan gruba kiyasla p-AKTSer473/AKT oraninda anlamli bir azalma (%
24-% 27) tespit edilmistir. AKT proteinin aktivasyonundaki bu azalma, glukoz alimi
deneyinde (+) SYA kontrol grubundaki azalisa paralel sekildedir, dolayisiyla bu hiicrelerde
insiilin direncinin gelistigi hem fizyolojik hem de molekiiler seviyede dogrulanmistir. EE
ve BE’nin azalan p-AKTSer473 seviyesini iskelet kasi hiicrelerinde (% 32-59) ve hepatik
hiicrelerde (% 8-20) degisen oranlarda artirmasi, insiilin direnci ve hiperglisemiye karsi
oldukg¢a etkin olduklarini ifade etmektedir. Elde edilen tim bu sonuglar ekstratlarin hem
iskelet kasi hiicrelerinde, hem de hepatik hiicrelerde insiilin hassasiyetini artirdigin
gostermektedir.

Iskelet kasinda insiilinle uyarilan glukoz alimu, insiilin sinyalizasyonu sonucu glukoz
tastyicisinin  (GLUT4) hiicre i¢inden plazma membranina translokasyonu araciligiyla
gergeklesmektedir (Watson ve ark., 2004). Ancak, lipit metabolizmasinda meydana gelen
bozukluklar sonucu plazmada bulunan serbest yag asitlerinin miktarinin artmasi, periferal
insiilin direnci gelisimine neden olarak GLUT4 translokasyonunun azalmasina neden
olmaktadir (Boden ve ark., 2006). Calismada, SYA ile insiilin direnci gelistirilen iskelet
kasi hiicrelerinde % 43 oraninda azalan GLUT 4 protein seviyesinin EE ve BE 50 pg/mL
dozunda sirastyla % 14 ve % 50 oranlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig
gosterilmistir. AKT ve GLUT4 molekiillerinin glukoz homeostazindaki 6nemli rollerinden
dolay1 ekstratlarin insiilin hassasiyetini artirdig1 sdylenebilir.

Tirozin kinazlarin subfamilyasina ait insiilin reseptorii iki a, iki B subiiniteden olugan
tetramerik yapida allosterik bir proteindir. Normal durumda insiilin reseptér a subiinitesi,
B subiinitesinin tirozin kinaz aktvitesini inhibe eder. Ancak, o subiinitesine insiilin
baglandiginda kinaz aktivitesi {izerindeki inhibisyon kalkar ve [ subiinitesinin
transfosforilasyonuyla kinaz aktivitesi artar ve hiicresel molekiillerin fosforilasyonu
katalizlenir (Saltiel ve Kahn, 2001). Elde ettigimiz ekstratlarin sinyal yolaginin ilk

asamasinda yer alan bu molekiil lizerine etkilerine baktigimizda, her iki hiicre hattinda da
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(hepatik, iskelet kasi) insiilin direnci gelistirilen gruba kiyasla degisen oranlarda artig
goriilmektedir. Sonug olarak, ekstratlarin insiilin baglanmasinin ardindan sinyal iletiminin
baslama potansiyelini artirdig1 soylenebilir.

Insiilin reseptdr substrat-1 (IRS-1) proteini, insiilin sinyal yolaginda IR-B proteininin
alt basamagind yer almaktadir. IRS-1 proteini farkli bolgelerde yer alan serin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforilasyonu ile aktive ve deaktive olmaktadir. Sinyal iletiminde insiilin
direnci gelisen hiicrelerde 307. serin kalintisinin fosforilasyonu artarken, insiiline duyarl
hiicrelerde 632. tirozin kalintisinin fosforilasyonu artmaktadir. Bu molekiiliin serin
kalintilarindaki fosforilasyonunun artisi insiilin direncinin gelisimine neden olur. Iskelet
kasi hiicrelerinde, insiilin direnci gelisen grupta % 57 oraninda artan Ser307 fosforilasyonu
ekstratlarin uygulamalariyla azalmis ve kontrol seviyelerine gerilemistir.

Protein seviyesinde bakilan bir diger parametre lipoprotein lipaz (LPL) enzimidir.
LPL endotel hiicrelerin luminal yiizeylerine heparan siilfat proteaglikanlar1 ile bagh
bulunmaktadir. LPL enziminin aktivitesi, triglisertilerin plazmadan hiicre igine aliminda
hiz siirlayict bir faktordiir. Enzim dolasimda yer alan trigliseritce zengin lipoproteinlerin
konsantrasyonlarini - diizenlemesinde rol oynar. LPL’ nin ekspresyon seviyesindeki
azalmanin, metabolik sendrom komponentlerinden dislipidemiye katkida bulundugu,
insiilin direnci gelisimine Onciiliik ettigi ve insiilin hassasiyetinin bozulmasina neden
oldugu bilinmektedir (Shibasaki ve ark., 2006). Hepatik ve iskelet kas1 hiicreleriyle yapilan
caligmalarda LPL proteinin SYA gruplarinda benzer oranlarda anlamli sekilde azaldigi,
azalan protein seviyesinin ekstratlarin (EE ve BE) uygulamalariyla 6zellikle iskelet kasi
hiicrelerinde % 38-92 aras1 oranlarda arttigi goriilmistiir. Dolayisiyla, bu enzimin
seviyesinin ekstratlarin uygulamasiyla artmasi, metabolik sendrom bilesenlerinden obezite
ve diyabette goriilen hiperlipidemide azalan LPL protein seviyesini iyilestirdigi
yoniindedir.

Hepatik hiicrelerde GLUT2 proteini glukozun igeri alinmasinda rol alan tasiyici
proteindir. Karaciger ve pankreas hiicrelerinde ifade edilen GLUT2 proteininin
reglilasyonu esas olarak insiilinle degil, glukoz gradiyentiyle diizenlenir. GLUT?2,
hepatositlerde hiicre i¢i glukozun fosforilasyon ve defosforilasyonu arasindaki dengeye
bagl olarak glukozun akis yonii ve oramyla fizyolojik olarak kontrol edilir. Insiilin
glukokinaz uyarisiyla hepatik glukoz akisini sagladigindan dolayli olarak GLUT2
ekspresyonunun diizenlenmesinde de etkisi vardir (Leclercq ve ark., 2007). Calismada
hepatik hiicrelerde SYA uygulamasiyla % 25 oraninda azalan GLUT2 proteinin

seviyesinin, 6zellikle iki ayr1 dozda EE’nin uygulamalar1 sonucu, % 12-26 arasi oranlarda
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arttig1 gorilmiistiir.

PPAR-y, glukoz ve lipit homeostazinin saglanmasinda rol oynayan Onemli bir
koaktivatordiir. Yapilan in vivo ve in vitro c¢alismalarda PPAR-y’nin iskelet kasinda
GLUT4 molekiiliiniin gen seviyesini giiclii sekilde indiikleyerek glukozun hiicre igerisine
alimmasim artirdigi gosterilmistir (Michael ve ark., 2001). Bu etkisi nedeniyle PPAR-y
molekiiliine agonist bilesiklerin kesfedilmesi ile ilgili yapilan calismalar literatiirde
mevcuttur (Guo ve ark., 2006). Diger bir deyisle, agonist molekiiller insiilin hassasiyetinin
bozulmasiyla azalan PPAR-y seviyesini artirarak, insiilin direnci kaynakli gelisen tip 2
diyabette iyilestirici bir etki gostermektedir. Verilere bakildiginda, iskelet kas1 hiicrelerinde
insiilin direnci gelisimiyle PPAR-y protein seviyesi % 57 oraninda azalmakta ancak,
EE’nin 50 pg/mL dozunun uygulamasiyla bu oran % 27’ lik bir artis gostermektedir.
Hepatik hiicrelerde ise, EE’nin 50 pg/mL dozunun glukoz homeostazinin saglanmasinda
rol oynayan PPAR-y’ nin seviyesini eski degerlere geri ¢evirmesi kas hiicrelerindeki
sonuglar1 desteklemektedir. Dolayisiyla bu sonuglar, bu ekstratin igeriginde PPAR-y
agonisti olabilecek bilesiklerin var oldugunu gostermektedir.

Bitkilerde bulunan bilesiklerin glukoz ve lipit metabolizmasinda bir takim
mekanizmalar1 etkileyerek, antidiyabetik ve antilipidemik 6zellik gdsterdigi bilinmektedir
(Haddad ve ark., 2012). Ekstratlarla gerceklestirilen fizyolojik etki calismalar1 ve
molekiiler analizlerin sonucunda EE yiiksek etkinlik gostermesi nedeniyle aktif ekstrat
olarak sec¢ilmistir.

Biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yonteminin izlendigi calismada aktif ekstrat
olarak sec¢ilen EE kromatografik yontemler kullanilarak 12 fraksiyona ayrilmis ve bu
fraksiyonlardan aktif olanlarinin  belirlenmesi amaciyla tarama testlerine tabi
tutulmuglardir. Tarama testlerinde ilk ele alinan parametre hepatik glukoneojenik glukoz
tiretimidir. Glukoz homeostazinin dengelenmesinde son derece 6nemli olan bu yolagin ve
regiilasyonundan sorumlu enzimlerin baskilanmasi hepatik hiicrelerden glukoz ¢ikisinin
azalmasimm1  dolayisiyla  hiperglisemiyi  kontrol  altina  almaktadir.  Sonuglar
degerlendirildiginde, 12 fraksiyon arasindan E4-E12 fraksiyonlarinin glukoneojenik
glukoz tiretimini anlamli oranlarda (% 40-69) baskiladig1 gortilmiistiir.

E4, E8, E9, E10, E11 ve E12 fraksiyonlar1 (25 pg/mL) bu yolakta hiz sinirlayict
olarak yer alan PEPCK enziminin gen ifadesini % 27-91 arasinda baskilarken; E5, E7, ES8,
E9, E10, E11 ve E12 fraksiyonlar1 (25 pg/mL) G6Paz enziminin gen ifadesini % 19-99

arasinda baskilamistir.
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EE alt fraksiyonlariyla yapilan tarama testlerinin devaminda ise, bu fraksiyonlarin
AKT aktivasyonu ve LPL ifade seviyesi lizerine etkileri bakilmistir. AKT aktivasyonu
insiilin sinyalizasyonundaki merkezi rolii nedeniyle secilmis olup E9 fraksiyonunun bu
degeri % 69 oraninda artirdigi bulunmustur. Plazmadan aterojenik lipoproteinleri
stiptirerek bunlarin yapisinda bulunan yag asitlerinin hiicre igerisine alinmasini saglayan
LPL protein seviyesi E4, E5, E6, ES, E9 ve E10 fraksiyonlarinin 25 pg/mL dozunda
anlamli sekilde artmakta, ancak en fazla artis (% 63) E9 fraksiyonunda goriilmektedir.

EE alt fraksiyonlarinin (E1-E12) insiilin direnci ve dislipidemiye kars1 potansiyel
etkinlikleri 5 ayr1 parametre kullanilarak, kontrollii ve tekrarli deneylerle yukarda
anlatildigr gibi taranmistir. Etkin fraksiyon se¢iminde en az 3 parametrede % 50 ve
tizerinde beklenen degisim gosteren fraksiyonlar “aktif fraksiyon™ olarak secilmis, etken
madde aydinlatma ve saflastirma calismalarina bu fraksiyonlar kullanilarak devam
edilmistir. Sonuglara gore E8, E10 ve Ell en az iic parametrede hedeflenen etkiyi
gosterirken, E9 fraksiyonu tiim parametrelerde hedeflenen etkiyi yiiksek oranlarda
saglayarak en etkin fraksiyon olarak belirlenmistir. Aktif oldugu belirlenen fraksiyonlarin
iceriginde bulunan maddeler tanimlanmis ve NMR analizleri yapilmistir. E8
fraksiyonundan rosmarinik asit, kafeik asit, luteolin, luteolin 7-glukozit, propanoik asit
metil ester; E9 fraksiyonundan rosmarinik asit, benzoik asit, E10 fraksiyonundan apigenin-
7-glukozit, kafeoyl rosmarinik asit bilesikleri olmak tiizere, etkin fraksiyonlardan flavonoid
ve fenolik asit gruplarina ait toplamda 8 bilesik saflastirilmistir.

EE’nin igerigindeki bilesenlerin aydinlatilmasinin yani sira, GC-MS ile yapisinda
bulunan ugucu bilesen profilinin analizi de gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucunda
yapilan kiitiiphane taramalar1 EE’nin heksanoik asit, benzil alkol, Verbenon, 2-feniletanol,
sitronellik asit, 2-hidroksisineol, nerol, salisilik asit, dokosaheksaenoik asit, 8-metil-7-
dodecen-1-ol asetat, retikulin, 6'metil, mirtenoik asit, derrisin, 1,1-dimetil-1,2,3,5,7,8,9,9a
octahidro-benzosiklohepten-6-on, androstan-3-on, 17-dimetil-17 [(trimetilsilil)oksi]-O-
metiloksime, 4,7,10,13,16,19-docosaheksaenoik  asit, trimetilsilil  ester, 3.4-
dimethoksicinnamik asit, (6,6-dimetil-4 bisiklo [3.1.1] heptanil) metoksi trimetilsilan,
vanillik asit, pinen, 3-trimetilsililoksi- benzil sinnamat, 4-hidroksibenzoik asit, 3-(metiltio)
benzoik asit, glisin, N-[(3a,5B,7a,12a)-24-0x0-3,7,12 tris [(trimetilsilil)oksi]kolan-24-yl]-,
metil1(10), 9(11)-B-homolanistadien, 5,8,11-eicosatriinoik asit, 13-cis-retinoik asit,
trimetilsililester, 2-[4-metil-6-(2,6,6-trimetilsikloheks-1-enil) heksa-1,3,5-trienil]
sikloheks-1-en-1-karboksialdehit, kolesta-5,7,9 (11)-trien-3-0l asetat, oleik asit

maddelerini igerdigini gostermistir. Bu maddeler ugucu bilesiklerdir ve proje kapsaminda
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calisilmamistir.

Calismanin son asamasinda, Karabas otunun EE icerigindeki aktif fenolik bilesenler
tanimlanmis, izole edilmis ve bu bilesenlerin iskelet kasi, karaciger, adiposit, makrofaj ve
pankreatik beta hiicrelerinde MetS’ye kars1 potansiyel iyilestirici etkileri ve mekanizmalar1
ortaya koyulmustur.

MetS, T2D gibi hastaliklar etiyolojisinde pek ¢ok dejeneratif kosulun yer aldigi
multi-faktoriyel kompleks hastaliklardir. Bu nedenle, piyasada bulunan tek bir hedefe
yonelik ilaglar bu hastaliklarin tedavisinde ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Metabolik
sendromun birden fazla bilesenini ayn1 anda hedef alan multi-hedef bir molekiil heniiz
gelistirilmemistir. Bunun yerine insiilin direnci bilesenine kars1 T2D tedavisinde kullanilan
glukoneojenik glukoz {retimini baskilayan metformin, insiilin salinimimni artirict
sulfoniliireler, PPAR-y agonisti thiazolidinler regete edilmektedir. ilerleyen asamalarda ise
dislipidemi, hipertansiyon ve obezite bilesenlerinide ayri1 ayri hedef alan ilaglar tedaviye
dahil edilmektedir. Bu ilaglarin pek ¢ok yan etkileri vardir. Ornegin, her ne kadar
metformin hipoglisemiyi ve kilo alimini artirmadan kandaki glukoz seviyesini etkin bir
sekilde diisiirse de bazi ciddi gastrointestinal yan etkileri s6z konusudur (Rines ve ark.,
2016). Ayrica ¢oklu ilag kullaniminda ilag-ilag etkilesimlerinden dogacak pek ¢ok olumsuz
durum da s6z konusu olabilmektedir. Ancak dogal kaynaklardan izole edilen
fitokimyasallar genellikle multi-hedef etkinlik gostermektedir (Kunnumakkara ve ark.,
2016). Hem multi-hedef etkinlikleri hem de dogal olmalarindan dolay: yiiksek etkinlik ve
goreceli olarak diisiik yan etkiyle iliskilidirler. Bu nedenle, dogal iiriinlerin yapisinda
bulunan metabolik sendromun etiyolojsinde yer alan insiilin direnci ve dislipideminin her
ikisini birden hedef alan fitokimyasallarin ortaya ¢ikarilmasi multi-hedef, yan etkisi diisiik
ilag etken maddelerinin gelistirilmesi i¢in son derece 6nemlidir.

T2D tedavisinde 50 yili askin bir siliredir kullanilan metforminin etki
mekanizmalarindan biri hepatik glukoneojenik glukoz iiretimi ve bu yolakta rol alan hiz
sinirlayict enzimlerin ifadelerini baskilamasidir. Tez c¢alismasi kapsaminda, Karabas
otundan izole edilen bilesiklerin bu mekanizma tizerine etkileri ayrintili bir sekilde ortaya
koyulmustur. Buna gore, Karabas otu EE etkin fraksiyonlarindan izole edilen tiim
bilesikler 50 uM dozda glukoz iiretimini anlamli oranlarda baskilarken, RA, CA, PAME,
AT7G, RA-CA bilesiklerinde bu oran digerlerine kiyasla daha yiiksek seviyede -% 50’ nin
lizerinde (% 56-76)- bulunmustur. Ozellikle, Karabas otu sulu 6ziitiiniin i¢eriginde ilk defa
tanimlanan rosmarinik asit ve kafeik asit’in ester bagiyla baglanmasi ile dogal olarak

olusan hibrit yapidaki kafeoyl rosmarinik asit bilesigi glukoneojenik glukoz tiretimini % 76
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oraninda ve metformine (% 116) en yakin oranda baskilamistir. Bu oran, RA ve CA
bilesikleri tek tek ele alindiklarinda sirasiyla % 59 ve % 60 iken RA-CA bilesiginde
baskilamanin % 76 ya yiikselmesi, molekiiliin hibrit yapida daha etkin oldugunu
gostermektedir. RA ve CA bilesikleri bitkilerin yapisinda yaygin olarak bulunan ve
antidiyabetik etkinlikleri iizerine pek ¢ok calisma yapilmis fenolik bilesiklerdir. Ornegin,
Smallanthus sonchifolius bitkisinden saflastirillan RA ve CA bilesiklerinin daha yiiksek
dozda (500 puM -10 kat yiiksek) sican hepatositlerindeki (primer hiicre kiiltiirii)
glukoneojenik glukoz iiretimini % 50’ ye yakin degerlerde baskiladiklar1 rapor edilmistir
(Valentova ve ark., 2007). Bir diger ¢alismada, RA’ nin diyabetik siganlarda PEPCK ve
G6Paz enzimlerinin seviyelerini baskilayarak (1.9-2.1 kat), glukoneojenik glukoz iiretimini
azalttigr gosterilmistir (Jayanthy ve Subramanian, 2015). Bizim bulgularimizda, bu
calismalar1 desteklemektedir. Ancak RA-CA hibrit bilesigine baktigimizda, literatiirde bu
maddenin bitkilerin yapisinda dogal olarak bulunabilecegi ile ilgili sadece tek bir yayma
rastlanmistir. Bu yayinda li¢ tane Ocium tiirinden (O. minimum, O. africanum, O.
basilicum) izole edilen bu bilesik kafeoyl rosmarinik asit (Isomelitric acid A) olarak
adlandirilmis ve hibrit molekiil olarak tanimlanmistir (Farag ve ark., 2016). Ik defa Farag
ve ark’lar1 (2016) tarafindan ve daha sonra da bu proje kapsaminda tanimlanan RA-CA
bilesigi ile ilgili (sentetik ya da dogal kaynakli) yapilmis herhangi bir aktivite ¢aligmasi
bulunmamaktadir. Bu anlamda, proje kapsaminda RA-CA molekiilii ile elde edilen
bulgular oldukga ¢arpicidir ve ilk defa ortaya koyulmustur.

Glukoneojenik glukoz iiretiminde % 50’ nin {zerinde baskilama gosteren
molekiillerden LUT 50 uM dozda PEPCK ve G6Paz enzimlerinin ifadesini mRNA
seviyesinde sirasiyla % 84 ve % 95 oraninda baskilamistir. Sigan hepatik hiicreleriyle
yapilan bir ¢aligmada, ticari olarak temin edilen luteolinin, glukoneojenik PEPCK ve
G6Paz enzimlerinin  mRNA seviyelerini doza bagimli olarak baskiladigi ve
antihiperglisemik etki sagladigi gosterilmistir (Vogt ve ark., 2014). Calismamizda, RA ve
CA bilesikler1 PEPCK ve G6Paz enzimlerinin mRNA seviyesinde ifadesinde herhangi bir
degisiklige neden olmamistir. Bu sonuglara benzer olarak yukarida bahsedilen,
Smallanthus sonchifolius bitkisinden saflastirilan RA ve CA bilesiklerinin, PEPCK ve
G6Paz enzimlerinin ifadesinde anlamli degisimler yaratmadigi gosterilmistir (Valentova ve
ark., 2007). Ancak proje kapsaminda izole edilen RA-CA hibrit molekiili PEPCK
seviyesini % 20 oraninda artirirken, G6Paz’1 % 22 oraninda baskilamaktadir. Bilesigin
glukoneojenik glukoz iiretimini baskilamakta gosterdigi yiiksek aktivitenin kismi olarak

G6Paz’t mRNA seviyesinde baskilamasindan kismi olarak da asagida ele aldigimiz bagka
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mekanizmalar1  degistirerek gergeklestirdigini  diisiinmekteyiz. Yapilan bu tarama
calismalarinda, L7G ve BA bilesikleri bahsedilen parametreler iizerinde hicbir etkinlik
gostermediklerinden ileri mekanizma calismalarina dahil edilmemistir.

Flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin glukoz ve lipit metabolizmasindaki normal
isleyisi saglayan bircok metabolik yolagin aktivasyonuna onciiliik eden AKT molekiiliiniin
fosforilasyonunu artirdigi yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Costa ve ark., 2012;
Vinayagam ve Xu, 2015; Alam ve ark., 2016). Proje kapsaminda izole edilen RA, CA,
LUT, A7G ve RA-CA bilesikleri insiilin direnci modeli gelistirilen iskelet kasi ve
karaciger hiicrelerinde AKT aktivasyonunu (Ser 473 fosforilasyonu ile) énemli oranlarda
artirmiglardir. Bu oran, iskelet kas1 hiicrelerinde % 155-294 arasinda degisirken karaciger
hiicrelerinde % 10-90 arasinda bulunmustur. Literatirde LUT ile yapilan in vitro bir
caligmada, bu molekiiliin insiilin direnci ile artan inflamatuar yanitta IKKB/IRS-
1/Akt/eNOS-bagimli yolak iizerinde AKT’yi aktive ederek iyilestirici etki gosterdigi
ortaya konmustur (Deqiu ve ark., 2011). CA ile yapilan iki in vivo ¢alismada ise, CA’ nin
STZ ile indiiklenen diyabetik ve yliksek yagli diyetle beslenen obez farelerde AKT
molekiiliiniin fosforilasyonunu artirarak insiilin duyarhiligini artirdigi gosterilmistir (Jung
ve ark., 2006; Bezerra ve ark., 2012). Ayrica, CA’ nin insiilin direnci gelistirilen hepatik
hiicrelerde glukoz alimini artirdig, insiilin sinyal proteinlerinden insiilin reseptorii, PI3K,
glikojen sentaz, GLUT?2, proteinlerinin upregiilasyonlarmni saglayarak insiilin direncini
lyilestirdigi gosterilmistir (Huang, 2009). Bir ¢esit sinnamik asit tiirevi olan RA’nin
diyabetik ratlarda kan glukozunu ve HbAlc seviyesini azalttig1, plazma insiilin seviyesini
etkili sekilde artirdigi gosterilmektedir (Zhu ve ark., 2014; Jayanthy ve Subramanian,
2014; Govindaraj ve Sorimuthu Pillai, 2015). In vitro ¢alismalar, RA’ nin ince bagirsaktan
glukoz emilimini saglayan o-glukozidaz enzimini inhibe ettigini gostermektedir. Bu
inhibisyon RA’ nin anti-hiperglisemik etkisini ag¢iklayan bir mekanizma olabilir. Ancak,
literatiirde RA’ nin insiilin sinyalizasyonunda merkezi rolii olan AKT seviyesini nasil
degistirdigini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Proje kapsaminda RA’ nin insiilin
direnci modeli olusturulan iskelet kas1 ve hepatik hiicrelerde AKT aktivasyonunu sirasiyla
% 170 ve % 79 oraninda artirdig1 tespit edilmistir. Bu da literatiirde RA ile ilgili olarak in
vivo calismalarda gozlemlenen yiiksek anti-diyabetik etkiyi agiklayan mekanizmalardan
biri olabilir.

PPAR-y aktivasyonunun iskelet kasinda fonksiyonel adiponektinlerin salinimini
saglayabilecegi, dolayisiyla insiilin direnci ve glukoz homeostazinin dengelenmesinde

koruyucu etki sagladigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Amin ve ark., 2010). Segici
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PPAR-y agonisti olan thiazolidindionlar (TZDs), insiilin hassasiyetini iyilestirici ve glukoz
homeostazin1 diizenleyen ajanlar olarak rol oynamaktadirlar. Ancak bu molekiiller,
hipoglisemi, 6dem, kilo alimi1 ve kalp bozukluklarina neden olma gibi yan etkilere
sahiptirler (Erdmann ve ark., 2009). Yapilan in vivo c¢alismalar, baz1 dogal iriinlerin
(honokiol, amorfrutin 1, amorfrutin B, amorphastilbol) PPAR-y’y1 aktive ederek diyabetik
hayvan modellerindeki bazi parametreleri iyilestirdiklerini ve bunlarin thiazolidindionlar
ile karsilastirildiklarinda daha az yan etkiye sahip olduklarini gostermistir (Wang ve ark.,
2014’dan derlenmistir). Calisma kapsaminda Karabas otundan izole edilen RA, CA, LUT,
PAME, A7G, RA-CA bilesiklerinin iskelet kasi hiicrelerinde PPAR-y’ nin protein
seviyesini % 49-223 arasi oranlarda artirdig1 goriilmiistiir. Ozellikle, RA, CA, A7G, RA-
CA bilesiklerinin PPAR-y aktivasyonununda daha etkili olduklar1 tespit edilmistir.
Ozellikle, tez ¢alismas1 kapsaminda ilk defa izole edilen RA-CA molekiiliiniin, PPAR-y
protein seviyesini % 99 oraninda artirmasi, insiilin hassasiyetini gelistirici etkisini ortaya
koymaktadir.

LPL gen ve protein seviyesinde insiilinle regiile olmaktadir. Insiilin direncli
diyabetik hastalarda seviyesinin diistiigii bilinmektedir. Azalan LPL ifadesi, postprandial
hiperlipidemi, insiilin direnci ve dislipideminin karakteristigidir (Ginsberg, 1991; Ginsberg
ve ark., 2005). Calismada, uygulanan tiim saf bilesiklerin hepatik hiicrelerde LPL
seviyelerini anlamli oranlarda (% 21-327) artirdigi goriilmiistiir. Bununda plazmada yer
alan aterojenik lipoproteinlerin dolasimdan siipiiriilerek karacigere alinmasinda dolayisiyla
dislipideminin tedavisinde 6énemli rolii vardir.

Insiilin salmimmin gerceklestigi pankreatik beta hiicreleri, glukoz homeostazinin
diizenlenmesinde olduk¢a ©nemli yere sahiptir. Bu nedenle, insiilin saliniminda
gerceklesen sikintilar T2D ve iligkili hastaliklarin gelisimine zemin hazirlamaktadir.
Hiperglisemi durumu baslangigta bu hiicreler tarafindan insiilin salinimmin artirilmasiyla
telafi edilebilir ancak kronik duruma gegtiginde beta hiicrelerinde glukoz seviyesine olan
hassasiyet bozularak hiicrelerde fonksiyon kaybina neden olur. Bitkisel kokenli birgok
molekiiliin beta hiicrelerinden insiilin salinimini artirdig1 gosterilmistir (Pinent ve ark.,
2008; Stefkov ve ark., 2011; Bhattacharya ve ark., 2014). Proje kapsaminda izole edilen
bilesiklerin pankreatik insiilin salinimi {izerine etkilerine baktigimizda; RA, LUT, PAME
ve RA-CA bilesiklerinin salinimin1 anlamli oranlarda artirdigi bulunmustur. Ayrica, aym
hiicrelerde, CA’ nmin GLUT2 protein seviyesini pozitif kontrol olarak kullanilan
Glibenklamid’den % 30 daha fazla dolayisiyla daha etkili bir sekilde artirdig1 goriilmiistiir.

MetS’yi olusturan bilesenlerin en 6nemlilerinden biri olan obezitenin goriilme siklig1
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giin gectikce artmaktadir. Adipositlerin genislemesi ve preadipositlerin adipositlere
dontiserek sayica artmalari adipoz doku kiitlesinin asir1 artisina, dolayisiyla obeziteye
neden olmaktadir (Schmid ve ark., 2005). Bu durumun, adiposit proliferasyonunu ve
farklilasmasini regiile eden mekanizmalara miidahale sonucu azaltilmas1 miimkiindiir. Baz1
aragtirmalar, bitkisel kdkenli biyoaktif bilesiklerin adipositlerde apoptozu artirdigin1 ve
antilipolitik etkiye sahip oldugunu gostermistir (Rayalam ve ark., 2008; Wang ve ark.,
2008; Kowalska ve ark., 2014). Tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde adiposit
hiicrelerinden besiyerine salinan gliserol miktarinin LUT, PAME ve RA-CA bilesikleriyle
anlamli oranlarda baskilandigi goriilmiistir. Metformin de adipositlerde lipolizi
baskilayarak dolasimdaki serbest yag asidi miktarinin azalmasina ve insiilin hassasiyetinin
artmasini saglamaktadir (Zhang ve ark., 2008). Dolayisiyla, bu bilesikler gibi adipojenezin
diizenlenmesinde etkili ¢esitli bitkisel bilesenlerle zenginlestirilmis diyetler ya da gida
takviyeleri obezite, insiilin direnci ve iligkili hastaliklarin tedavisi agisindan yararli olabilir.

Aktif oldugu tespit edilen EE’nin, LUT, RA, CA ve hibrit yapidaki RA-CA (kafeoyl
rosmarinik asit) bilesiklerinin insiilin direncine kars1 etkileri ile ilgili elde edilen veriler
sican karaciger hiicre hattinda tiim genom transkriptom analizleri ile dogrulanmis ve
genisletilmistir. Bu calismalarla insiilin direnci gelistirilen hiicrelerde insiilin sinyal
yolaginda rol alan genlerdeki degisimler saptanmistir. Gen ekspresyonlarindaki degisimler
tek basina yeterli bilgiyi saglayamadigindan, DAVID Biyoinformatik Veritabani ve KEGG
ile yolak analizi gerceklestirilmistir. Bu analize gore, insiilin direnci ve insiilin sekresyonu,
PPAR sinyalizasyonu, glukagon sinyalizasyonu ve PI3K-AKT sinyal yolaklari 6nemli
Olciide etkilenmistir. Tiim bu analizler, SYA uygulamasinin, insiilin direnci (10 gen),
insiilin sekresyon yolagi (8 gen), PPAR sinyal yolagi (10 gen), immiin yanit (22 gen) ve
inflamasyonla (21 gen) ilgili bir grup genin SYA uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna
kiyasla ekspresyonlarinin artmasina ve azalmasina neden oldugunu goéstermektedir (Sekil
4.48.). Bu sonuglar, SYA uygulamasi yapilan H4IIE hiicrelerinde insiilin direncinin
gelistiginin kanitidir. Yani sira, immiin yanitta, insiilin sekresyonunda ve PI3K-Akt sinyal
yolaklarinda insiilin direnci gelisimiyle degisen bu genlerin ekspresyonlar, EE
uygulamasiyla normal degerlerine geri donmiistir. Bu bulgular, EE’nin hepatik
hiicrelerdeki insiilin direncini tersine c¢evirdigini, insilin sinyal yolagim1i ve glukoz

metabolizmasini iyilestirdigini gdstermektedir.
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Sekil 4.48. SYA uygulanan hepatik hiicrelerde TNF ve PI3K-Akt sinyal yolaklari igin

KEGG yolak analizi. + f fosforilasyonu, -p defosforilasyonunu ifade etmektedir

EE’nin yani sira incelenen aktif bilesiklerin tiimii, karbonhidrat metabolizmasi1 ve
insiilin sinyalizasyonunda gorev alan (glikojen, glukoneojenez, glikoliz yolaklarinda yer
alan yani sira insiilin sinyalizasyonundaki protein kinazlar ve insiilin reseptdr substratlar)
genlerin seviyesinde serbest yag asidi uygulamasiyla meydana gelen degisiklikleri kontrol
seviyelerine ¢ekerek insiilin direncinde iyilestirici etki saglamiglardir. Bununla beraber yag
asidi, sterol ve kolesterol metabolizmasindan sorumlu genlerin seviyesinde de degisiklikler
tespit edilmistir. Bu sonuglar gergek zamanli PCR ve Western blot ¢alismalarini genisletici
ve destekler niteliktedir. Ayrica hem EE’nin hem de LUT, RA, CA ve hibrit yapidaki RA-
CA bilesiklerinin, metal taginimi ve metabolizmasi, hiicre migrasyonu, protein
katabolizmasi, anjiogenez, hiicre dongiisii, enerji metabolizmasi, niikleotid metabolizmasi,
ve DNA hasar tamir yolag: gibi degisik yolaklar1 degistirdigi ile ilgili nemli veriler elde
edilmistir.

MetS patojenezine bliylikk oranda katkida bulunan diisiik seviyeli kronik
inflamasyonun ¢esitli mekanizmalarla engellenmesi, hastalifin gelisim siireci agisindan
onem tagimaktadir. EE’den elde edilen E6 fraksiyonunun ve bu fraksiyonun igerigindeki
apigenin ve luteolin molekiillerinin  antiinflamatuar ~ aktiviteye sahip oldugu,
laboratuvarimizda 112T442 nolu TUBITAK projesi kapsaminda tamamlanan bir yiiksek
lisans tez caligmasinda gosterilmistir (Ipek, 2016). Bahsedilen tez caligmasima paralel
olarak, bu c¢alismamizda RA-CA bilesiginin antiinflamatuar etki mekanizmasi gen
susturma metodu kullanilarak ayrintili sekilde ortaya koyulmustur. Inflamatuar yanitta Nrf-

2 aktivasyonunun saglanmasi, antioksidan 6zellikteki HO-1, NQO1 gibi enzimlerin ve CO,
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Fe, biliverdin gibi molekiillerin salinimin1 artirarak, inflamatuar yanit1 olusturan unsurlari
(INOS, NO, NF-kB) engelleyebilmektedir (Wakabayashi ve ark., 2010), (Sekil 1.19).
Ozellikle son yillarda literatiirde bitki ekstrati yada bitkilerden saflastirilan bilesiklerin
makrofaj hiicrelerinde Nrf-2 aracilikli anti-inflamatuar etkilerinin ortaya koyuldugu bir¢ok
calisma mevcuttur (Ryu ve ark., 2012; Chen ve ark., 2017; Jun ve ark., 2011). Bu
caligmalarda, Nrf-2 araciligiyla regiilasyonu saglanan genlerin ekpresyon seviyelerinin
artmasi inflamatuar yanita karsi koruyucu etki sagladigi gosterilmistir. Tez caligmasi
kapsaminda ise, ilk kez Lamiaceae familyasindan saflastiritlan RA-CA molekiiliiniin Nrf-2
araciklt bir mekanizmayla HO-1 ve NQO1 enzimlerinin mRNA seviyelerini sirastyla 2,6
ve 3,4 kat anlamli sekilde artirdigi ortaya koyulmustur. Yani sira, RA-CA’ nin LPS
uygulamasiyla inflamatuar yanitin tetiklendigi hiicrelerde artan iNOS mRNA seviyesini
anlamli sekilde baskiladig1 goriilmiistiir. Bu sonuglara goére, inflamatuar yanitin tetiklendigi
makrofaj hiicrelerinde, RA-CA molekiiliiniin Nrf-2 aracilikli bir mekanizmayla inflamatuar
yanita kars1 koruyucu etki sagladigr gortilmektedir. Nrf-2 siRNA ile bu genin susturuldugu
hiicrelerde ise, HO-1 ve NQO1 molekiillerinin mRNA seviyelerinde goriilen azalmalar ve
INOS mRNA seviyesinde goriilen anlamli artig (1,3 kat), Nrf-2 aracilikli regiilasyonu
saglanan molekiillerin baskilayici etkisinin azaldigini agik¢a gostermektedir. Bu c¢alisma

literatlirde yer alan bilgileri destekleyici niteliktedir (Wakabayashi ve ark., 2010).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tez calismast kapsaminda gergeklestirilen fizyolojik, molekiiler, transkipsiyonel ve
saflastirma c¢alismalar1, Karabas otundan elde edilen EE ve bundan izole edilen fenolik
bilesiklerin metabolik sendromun temel bilesenlerinden insiilin direnci ve dislipidemiye
kars1 pek c¢ok metabolik yolak tizerinden multi-hedef olarak etkin olabileceklerini
gostermektedir.

112T442 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda bitkinin fenolik bilesik profili ilk defa
aydinlatilmis, toplam 14 adet fenolik bilesik izole edilerek tanimlanmistir. Bu bilesiklerden
8 tanesi biyoaktivite rehberli taramalar sonucu MetS komponentlerine karsi aktif oldugu
belirlenen fraksiyonlardan saflastirilmistir. 4 hiicre hattiyla yapilan fizyolojik ve molekiiler
seviyedeki biyoaktivite ¢alismalari, bu bilesikler arasindan Rosmarinik asit, Kafeik asit,
Luteolin, Propanoik asit metil ester, Apigenin-7-glukozit ve Kaffeoyl rosmarinik asit
bilesiklerinin instilin direnci ve dislipidemiye kars1 etkin bilesikler olabilecegini
gdstermistir. Insiilin direnci modeli gelistirilmis sican karaciger hiicre hattiyla yapilan
transkriptom analiz sonuglar1 EE basta olmak iizere, Rosmarinik asit, Kafeik asit, Luteolin
ve Kaffeoyl rosmarinik asit bilesiklerinin tiimiinde karbonhidrat metabolizmasi ve insiilin
sinyalizasyonunda gorev alan; yanisira yag asidi, sterol ve kolesterol metabolizmasindan
sorumlu genlerin seviyesinde degisiklikler oldugunu gostermistir. Bu sonuglar gercek
zamanli PCR ve western blot calismalarini genisletici ve destekler niteliktedir. Her ne
kadar BE’nin bir¢ok parametre acisindan biyoaktif bir ekstrat oldugu goriilse de, biit¢e ve
zaman kisitlamasindan dolay1 BE’nin fraksiyonlama ve aktivite ¢aligmalar1 yapilmamistir.

Kafeik asit ve rosmarinik asitin ester bagiyla baglanmasindan olusan hibrit yapidaki
Kaffeoyl rosmarinik asit dogada bu sekliyle nadir bulunan 6zgiin bir molekiildiir. Bu
bilesik daha 6nce sadece ili¢ adet Ocimum tiirtinde tanimlanmistir. Bilesikle ilgili yapilmis
herhangi bir biyoaktivite ¢calismas1 bulunmamaktadir. Tez ¢aligmasi kapsaminda bu bilesik
ilk kez bir Lamiaceae familyasinda tanimlanmis, izole edilmis ve ilk kez insiilin direnci ve
iligkili mekanizmalara kars1 potansiyel biyoaktivitesi hiicre tabanli in vitro ¢alismalar ile
ortaya konulmustur. Sunulan analiz sonuclarinda, bu bilesigin glukoneojenik glukoz
tiretimini ve G6Paz’1 baskiladigi, iskelet kasi, karaciger ve adipoz doku hiicrelerinde AKT
aktivasyonunu artirdigi, adipositlerde gliserol salinimini, iskelet kast ve adipoz doku
hiicrelerinde PPAR-y aktivasyonunu artirdigi, Nrf-2 aracilikli  bir mekanizmayla

inflamasyona karsi koruyucu oldugu goriilmistiir. Diger bir deyisle, metabolik sendrom
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komponentlerinin bir ¢ogunun tedavisinde kabul goren molekiiler ve fizyolojik hedeflerde
aktif oldugu aydmlatilmistir (Sekil 5.1). Ancak, bitkilerin igerigindeki fenolik bilesenlerin,
in vitro calismalarla ortaya koyulan potansiyel terapotik etkilerinin zayif biyoyararlanim ve
smirli ¢oziiniirliiklerinin olmasi ihtimaline karsilik in vivo pre-klinik ve Kklinik deneylerle
desteklenmesi gereklidir. Bir sonraki agsama olarak bu molekiiliin, yapi-aktivite, ADME-
TOX ve molekiiler modelleme teknikleri ile farmakodinamik ve farmokokinetik agilardan
optimize edilerek tiirevlendirilmesi ve in vivo hayvan modellerinde validasyonu

hedeflenmektedir.

LAVANDULA STOECHAS
Bitkisinin Multihedef Aktivitesi

;l-;.;/ Pankreas

Iskelet
/ Kasi

Glukoz alimi & insiilin Salimim
AKT aktivasyonu Glukokinaz #
GLUT 4, PPAR-y R

IR-B, LPL &

Karaciger

Glukoneojenik GIukoz‘
uretimi
PEPCK/G6Paz §
AKT aktivasyonu
GLUT2 &

Nrf-2/ HO-1/NQO1#
iNOS §

Doku

Lipoliz %

Sekil 5.1. Lavandula stoechas bitkisinin multihedef aktivitesi
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EK 1. EE’nin Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi ile Fenolik Profilinin Belirlenmesi,

Flash Kromatografisi Kromotogramlar1

- TIC Scan karabas.d

0 . A A

12 3 4 56 7 8 5 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Acquisition Time (min)

EK Sekil 1.1. EE’nin HPLC-TOF kromatogrami

RT Bilesenler Konsantrasyon
[ppb (ng/ml)]
4.40 Gentisik asit 130.6236
6.60 4-Hidroksibenzoikasit  501.0753
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7.71 Kafeik asit 453.6731
7.84 Vanilik asit 26.2536
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10.81 Ferulik asit 73.9354
11.42 Apigenin-7-glukozit 165.8712
12.53 Hesperidin -
13.19 Rosmarinik asit 1420.2112
13.96 Salisilik asit 391713
15.92 Sinnamik asit -

EK Sekil 1.2. EE’nin HPLC-TOF/MS Analiz Sonuglari

EK Cizelge 1.1. EE’nin GC-MS Analizi Sonugclari
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EK 2. EE aktif fraksiyonlarindan saflastirilan molekiillere ait NMR spektrumlari
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f) E8-1 bilesiginin DEPT NMR spektrumu
EK Sekil 2.1. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak yapilan E8-1
bilesigine ait a) H (Proton), b) (Karbon), ¢) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR

analizi sonuglari
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EK Sekil 2.2. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak yapilan E8-2
bilesigine ait a) H (Proton), b) (Karbon), ¢) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR

analizi sonuglar
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analizi sonuglari
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EK Sekil 2.4. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak yapilan E8-4
bilesigine ait a) H (Proton), b) (Karbon), ¢) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR

analizi sonuglari
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f) E9-2 bilesiginin DEPT NMR spektrumu

EK Sekil 2.5. E9 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak yapilan E9-2
bilesigine ait a)'H (Proton), b)(Karbon), c)HMBC, d)HSQC, e)COSY, f)DEPT NMR

analizi sonuglar
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bilesigine ait 1H (Proton), (Karbon), HMBC, HSQC, COSY, DEPT NMR analizi sonuglari
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EK Sekil 2.7. E10 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanilarak yapilan E10-2
bilesigine ait a)'H (Proton), b)(Karbon), c)HMBC, d)HSQC, e)COSY, f)DEPT NMR

analizi sonuglari

EK 3. Tiim genom transkriptom analizlerinde ¢alisilan genler
EK Cizelge 3.1. SYA uygulamasi yapilan H4IIE hiicre dizisinde farkli olarak ifade edilen

genlerin listesi

YOLAKLAR GEN ADI DEGISIM (Kat)
CAMP responsive element binding protein 3-like 3(Creb3I13) -3.18
CAMP responsive element binding protein 5(Creb5) -23.21
o
Q carnitine palmitoyltransferase 1A(Cptla) -2.04
E phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic -6.69
Y subunit gamma(Pik3cg) '
E phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm) -3.70
Z protein phosphatase 1, regulatory subunit 3B(Ppp1r3b) -2.41
:S protein phosphatase 1, regulatory subunit 3C(Ppp1r3c) -8.56
% ribosomal protein S6 kinase A6(Rps6ka6) -3.34
oo
ribosomal protein S6 kinase polypeptide 2(Rps6ka2) -2.33
tribbles pseudokinase 3(Trib3) -2.31
angiopoietin-like 4(Angptl4) -13.67
— carnitine palmitoyltransferase 1A(Cptla) -2.04
&) cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 719
< 1(Cyp4al) ol
S cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 469
= 2(Cyp4a2) o
) cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 474
< 3(Cyp4a3) -
; enoyl-CoA hydratase, 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 405
- (Ehhadh) -
[ fatty acid binding protein 1(Fabpl) -19.36
é fatty acid binding protein 6(Fabp6) -10.58
A fatty acid binding protein 7(Fabp7) -2.38
glycerol kinase 2(Gk2) -4.23
2' -5 ' oligoadenylate synthetase 1K(Oas1k) 3.23
2'-5'-oligoadenylate synthetase 3(0as3) 2.38
FYN binding protein(Fyb) 2.52
- Fc fragment of IgE receptor la(Fcerla) 2.40
|}
<Zt NK2 homeobox 3(Nkx2-3) 2.94
bl RELT tumor necrosis factor receptor(Relt) 2.06
é RT1 class I1, locus Ha(RT1-Ha) 455
= autoimmune regulator(Aire) 3.12
E cathepsin W(Ctsw) 2.12
granzyme C(Gzmc) 2.03
insiilin-like growth factor 1 receptor(Igfir) 2.35
interleukin 1 alpha(ll1a) 4.70

XX



interleukin 10(1110)

2.14

chondroadherin(Chad)

XXIV

interleukin 3(113) 2.40
interleukin 4 receptor(114r) 291
interleukin 4(114) 2.98
neurotrophin receptor associated death domain(Nradd) 2.46
opioid receptor, kappa 1(Oprk1) 30.90
opioid receptor, mu 1(Oprm1) 8.56
phospholipid scramblase 1(Plscr1) 3.67
toll-like receptor 9(TIr9) 2.03
tumor necrosis factor superfamily member 13b(Tnfsf13b) 2.18
CD40 molecule(Cd40) 4.07
RELT tumor necrosis factor receptor(Relt) 2.06
$100 calcium binding protein A7A(S100a7a) 2.95
angiotensin 11 receptor, type 2(Agtr2) 3.29
complement C5a receptor 1(C5ar1) 3.02
cysteinyl leukotriene receptor 1(Cysltrl) 2.19
= free fatty acid receptor 3(Ffar3) 2.18
<Z( indoleamine 2,3-dioxygenase 1(ldo1) 2.62
> interleukin 1 alpha(ll1a) 4.70
EE interleukin 10(1110) 2.14
|:_) interleukin 4 receptor(114r) 291
< leukotriene B4 receptor(Ltb4r) 12.41
<§( lipoic acid synthetase(Lias) 2.39
i neurotrophic receptor tyrosine kinase 2(Ntrk2) 23.45
< neurotrophin receptor associated death domain(Nradd) 2.46
nitric oxide synthase 2(Nos2) 2.38
prostaglandin E receptor 2(Ptger2) 3.92
selectin E(Sele) 3.93
spleen associated tyrosine kinase(Syk) 12.36
toll-like receptor 7(Tlr7) 30.61
toll-like receptor 9(TIr9) 2.03
ATPase Na+/K+ transporting subunit alpha 4(Atpla4) 2.35
E FXYD domain-containing ion transport regulator 2(Fxyd2) 2.94
Z adenylate cyclase 1(Adcyl) 2.59
j adenylate cyclase 5(Adcy5) 4.05
x adenylate cyclase activating polypeptide 1(Adcyap1) 2.13
E glucagon-like peptide 1 receptor(Glp1r) 2.62
) potassium _calcium-activated channel subfamily M regulatory 9.08
% beta sgbunlt 3(Kenmb3) _
ot potassym voltage-gated channel subfamily J member 3.08
11(Kcnj11)
- — AKT serine/threonine kinase 3(Akt3) 2.37
ECE = % Bel2-like 1(Bcl211) 2.13
!I ; 8 TEK receptor tyrosine kinase(Tek) 2.46
E @ > | angiopoietin 2(Angpt2) 2'(5)3




collagen type | alpha 1 chain(Collal) 2.73
collagen type 111 alpha 1 chain(Col3a1) 2.16
collagen type V alpha 2 chain(Col5a2) 3.56
collagen type VI alpha 5 chain(Col6a5) 3.30
collagen type XI alpha 2 chain(Col11a2) 2.08
fibroblast growth factor 12(Fgf12) 5.97
fibroblast growth factor 7(Fgf7) 7.64
insiilin-like growth factor 1 receptor(lgfir) 2.35
integrin subunit alpha 4(ltga4) 5.85
integrin subunit alpha 7(ltga7) 2.55
interleukin 3(113) 2.40
interleukin 4 receptor(114r) 291
interleukin 4(114) 2.98
laminin subunit alpha 2(Lama2) 2.06
laminin subunit gamma 2(Lamc?2) 2.44
spleen associated tyrosine kinase(Syk) 12.36
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