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0z
Giris: Yag doku, obezite ve insiilin direnci lizerindeki sistemik etkilere aracilik eden sitokinleri salgilamaktadir. Kullanilan
antidiyabetik ilaglar, 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde metabolik farkliliklar ve gen anlatim profillerinde farkliliklar olusmaktadir.

Calismamizda 3T3-L1 adipositlerde Vitamin D reseptorii (VDR), Sirtuin (SIRT1), Apelin ve Forkhead box protein 01 (FOX01)
gen anlatim seviyelerinin farkli oral antidiyabetik kullanimlarina cevaben degisimleri degerlendirildi.

Yontemler: 3T3-L1 hiicreleri ATCC den temin edildi. Sitotoksisite testleri iCELLigence sistemi ile ger¢ek zamanl olarak yapildi.
Calisilan genler, gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) ile belirlendi.

Bulgular: Farkli oral antidiyabetik (akarboz, metformin ve glipizid) etken maddeleri uygulanan adiposit hiicreleri kontrol
adiposit hiicreleri ile karsilastirildiginda, VDR gen anlatim seviyeleri daha yliksek bulundu. SIRT1 ekspresyonu 6 saat 17 mg/ml
akarboz, 6 saat 192 mM metformin ve 24 saat 180 uM glipizid uygulamasinda kontrol adiposit hiicrelerine kiyasla daha yiiksek
bulunurken, 6 saat 10 mg/ml akarboz ve 24 saat 175 mM metformin uygulamasinda kontrol hiicrelere gére daha diisiik
bulunmustur (p=0.005). Apelin gen anlatim seviyelerini farkl oral antidiyabetik kullanimi ile kontrol hiicrelere kiyasla azaldigi
bulunmustur (p=0.005). FOX01 gen anlatim seviyesi 24 saat metfomin uygulamasi disinda Adiposit hiicrelerinde kontrole gére
yliksek bulunmustur (p=0.005).

Sonug: Sonuclarimiz, glipizid, akarboz ve metforminin obezitede yag metabolizmasinin diizenlenmesi iizerindeki faydali
etkilerine dair yeni fikirler vermesinin yani sira, terapotik yolaklar1 hedefleyen c¢alismalar i¢in yeni stratejiler saglayabilir
diisiincesindeyiz.

Anahtar kelimeler: obezite, 3T3-L1 hiicreleri, oral antidiyabetik, gen anlatimi
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Effects of oral antidiabetic use on gene expression levels of VDR, SIRT1, Apelin and FOXO01,
which are involved in adipogenesis metabolism in differentiated 3T3-L1 cells

Abstract

Objective: Adipose tissue secretes cytokines that mediate systemic effects on obesity and insulin resistance. Antidiabetic drugs
used, metabolic differences in 3T3-L1 adipocyte cells and differences in gene expression profiles occur. This study, changes in
the expression levels of Vitamin D receptor (VDR), Sirtuin (SIRT1), Apelin and Forkhead box protein O1 (FOX01) in 3T3-L1
adipocytes in response to different oral antidiabetic use were evaluated.

Methods: 3T3-L1 cells were obtained from ATCC. Cytotoxicity tests were performed in real time with the iCELLigence system.
The studied genes were identified by real-time polymerase chain reaction (qPCR).

Results: When adipocyte cells treated with different oral antidiabetic agents (acarbose, metformin and glipizide) were
compared with control adipocyte cells, VDR gene expression levels were found to be higher. While SIRT1 expression was higher
in 6 hours of 17 mg/ml acarbose, 6 hours of 192 mM metformin and 24 hours of 180 uM glipizide compared to control adipocyte
cells, it was found to be lower in 6 hours of 10 mg/ml acarbose and 175 mM metformin for 24 hours compared to control cells.
(p=0.005). Apelin gene expression levels were found to be decreased with the use of different oral antidiabetic agents compared
to control cells (p=0.005). FOX01 gene expression level was found to be higher in Adipocyte cells compared to control, except
for 24 hours of metformin administration (p=0.005).

Conclusions: We believe that our results may provide new insights into the beneficial effects of glipizide, acarbose and
metformin on the regulation of fat metabolism in obesity, as well as new strategies for studies targeting therapeutic pathways.

Keywords: obesity, 3T3-L1 cells, oral antidiabetic, gene expression.

GIRIS klasik roliine ek olarak, D vitamini hormonu,
Obezite, enerji alim1 ve harcamasi arasindaki ?diposit biyolojisinin diiZ(.enlenmesi dahillo!mak
dengesizlik nedeniyle artan viicut yag lizere ¢ok sayida kalsemik olmayan aktiviteye

sahiptir®. 1,25(0H)2D3, NIH3T3-L1 preadiposit
modelinde adiposit farklilasmasini inhibe eder?’.
VDR-null farelerin beyaz yag dokularinda artan
oksidasyon tespit edilmistir®t. VDR'nin genis
kapsamli dizenleyici aktiviteleri goéz Oniine
alindiginda, VDR-null modelinde VDR'nin global

birikimine atfedilebilen asir1 viicut agirhgi
olarak tanimlanmaktadirl. Obez bireylerin
sayisindaki siirekli artis, obezitenin kiiresel bir
halk saghgi sorunu haline gelmesine neden
olmustur!2. Obez bireylerin genellikle asir1 lipid
icerigine sahip genislemis adipositlere sahip

oldugu bilinmektedir; fazla lipidler islevsiz yag inaktivlasyonu, lmetabolik Kl dw}e{ri}erin

dokusundan salgilanir, boylece diger dokulari yorumianmasini - zor ?stlran goxilL cokularin
. e fonksiyonunu etkiler. Bu nedenle,

asir1 lipidlere maruz birakarak karaciger, iskelet divositlerdeki VDR sinvall . -

kas1 ve pankreas gibi ektopik yag birikimine yol a 1p051t.er exl siyatiesmesinin .er.’ve.”?

acar3 Obezite bircok  epidemivoloiik metabolizmasina katkisi belirsizligini

gar- o DsOR  SPITEmIYOIONS orumaktadirs,

arastirmanin gosterdigi gibi, 6zellikle derin

karin  bolgesinde asir1 yag  birikimi Sirtuin 1 (SIRT1), memeli hiicrelerinde ytiksek

depolandiginda, insiilin direnci, hipertansiyon,
diyabet ve iskemik kalp hastaligi gibi metabolik
komplikasyonlarla 6nemli dl¢iide iliskilidir.

Vitamin D reseptori (VDR), niikleer reseptor
siiper ailesinin bir tyesidirs. Yiiksek afiniteli
ligandi, D vitamininin hormonal formu olan
1,25-dihidroksivitamin D'dir (1,25(0H)2D3).
Kalsiyum homeostazinin diizenlenmesindeki

oranda eksprese edilir ve bircok dokuda
(karaciger, iskelet kasi, yag dokusu, pankreas (3-
hiicreleri) ¢alisiimistirg-10, SIRT1, NAD bagiml
protein deasetilazdir ve hiicresel enerji
durumuna yanit olarak 6nemli bir metabolik
sensordiirll, SIRT1, yag dokusundan lipid
oksidasyonunu ve inflamasyonu diizenlemek
icin yag mobilizasyonunu destekleri2. SIRT1
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adipoz dokusunun genetik olarak silinmesi,
adiposit kiitlesi, inflamasyon ve metabolik
bozukluklarin artmasina neden olurl3. Artan
SIRT1, insilin duyarliligini artirarak insiilin
direncini azaltir. Hiicresel enerji algilayan bir
molekil olan SIRT1, lipid metabolizmasini
diizenlemesi nedeniyle obezite ve obezite iliskili
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi icin bir
hedef olarak tanimlanmistir?.

Biyoaktif bir peptit olan Apelin, insanlarda ve
farelerde  olgun  adipositler tarafindan
sentezlenen AP] reseptoriiniin bir ligandidirl4.
Apelin, glikoz ve lipit metabolizmasinda anahtar
bir diizenleyicidir ve instilin direnci ve tip 2
diyabetin patogenezinde 6nemli rol oynarl4
Bazi calismalar, obezite ve insiilin direncinde
apelin gen anlatim seviyesinde artis oldugunu
tanimlamistirl>16, Son ¢alismalar, fizyolojik bir
aralikta uygulanan apelinin, normal ve insiiline
direncli yliksek yagh farelerde, insiiline duyarh
dokularda glukoz kullanimini artirarak in vivo
glukoz metabolizmasini iyilestirdigini
gostermistirl’. Apelin'in bu ve diger faydal
etkileri nedeniyle, asir1 apelin Uretiminin
insiilin direnci ve tip 2 diyabet gibi obezite ile
iliskili bozukluklarin ortaya ¢ikmasindan 6nceki
son koruyucu savunmalardan biri olabilecegi
one siirtiilmiistiir1s,

Forkhead box protein O1 (FoxO1), yiiksek
oranda korunmus bir ¢atal DNA baglama alani
ile karakterize edilen c¢atalli transkripsiyon
faktorleri ailesinin bir lyesi, hiicre
proliferasyonu ve farklilagsmasi, apoptoz, DNA
onarimi, inflamasyon ve stres yaniti, instilin
duyarliligt ve enerji metabolizmas1 gibi
biyolojik  slirecte  yer alan  genlerin
transkripsiyonunu diizenler??. Insiilin etkisinin
onemli bir efektori olarak FoxO1, pankreas ve
karaciger, iskelet kasi, beyaz ve kahverengi yag
dokusu ve beyin dahil olmak iizere insiiline
duyarli dokularda yiiksek oranda eksprese
edilir?0. SIRT1, FoxO1l'in deasetilasyonu ile
FoxOl’'in niikleer retansiyonunu destekler,
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boylece FoxO1'in transkripsiyonel aktivitesini
diizenler?.

Calismamiz, oral antidiyabetiklerin adipositler
uzerindeki rollerinin daha iyi tanimlanmasi
amaciyla, 3T3-L1 adipositlerde VDR, SIRT1,
Apelin ve FOXO1 'in mRNA seviyelerindeki
farkhiliklar1 ve bu genlerin birbirleri ile olan
iliskilerinin arastirilmasini kapsamaktadir.

YONTEMLER
A. 3T3-L1 hiicre kiiltiiri ve farklilasmasi

Calismada kullanilan 3T3L-1 fibroblast (CL-
173™) hiicre soyu American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, USA) ticari olarak
temin edildi. Hicreler Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM) medyumu+%10 Fetal
Bovin Serum (FBS; ATCC, USA)+ penisilin /
streptomycin (100 ug/ml; Gibco, US) iceren besi
yeri igerisinde 37 ° C'de % 5’lik CO2 etiivde
kiltirlendi. 3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin
farklilasmasi Miard ve ark.2! protokoliine gore
yapildi. 3T3-L1 fibroblast hiicrelerine DMEM-
FBSicine 10pg/ml instilin + 1uM dexametazone
+ 05 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine
eklenmis besi yeri ilave edildi ve 3 giln
inkiibasyon yapildi. Daha sonra 2’ser gin
araliklarla DMEM-FBS +10p/ml instlin iceren
besi yeri ile hiicrelerin 3 kez besi yeri
yenilemesi yapildi. 3T3-L1 fibroblast
hiicrelerinin adiposit hiicrelerine
farklilasmasiyla olusan lipid icerigi, oil red O
boyama yontemi ile belirlendi?2.

B. Adipositlere Oral Antidiyabetik Ilag
Uygulamasi

Farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerine akarboz,
glipizid ve metformin eklendi. Hiicrelere2.5, 5,
7.5, 10, 15, 25 ve 50 mg/ml akarboz; 100 pM,
250 pM ve 500 uM glipizid ve 5, 10, 25, 50, 100,
150 ve 250 mM metformin uygulandi1 96 saat
boyunca ve 15 dk’ ik periyotlarda 6lgtimler
alindi. Kontrol hiicrelerine sadece Kkiiltir
medyumu eklendi.
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C.iCELLigence sistemi ile sitotoksisite testi

Flasklarda c¢ogaltilan hiicreler uygulama
yapilmadan 24 saat once iCELLigence E-8
platlere 50000 hiicre /300pul besi yeri olacak
sekilde ekilerek inkiibasyona  birakildi.
Hiicrelere farkli dozlarda oral antidiyabetik ilag
(akarboz, glipizid ve metformin) uygulandi.
Kontrol hiicre grubuna sadece kiltiir ortami
eklendi. Tim deneyler 96 saat boyunca izlendi.
Bu deneyde ICso half maximum inhibitory

concentrations) analizleri,Sigmoidal dose-
response (Variable slope) formili ile
hesaplandu.

D. mRNA seviyelerinin analizi

Total RNA, iiretici talimatlarina gore High Pure
RNA doku kiti (Roche, Almanya)kullanilarak
hiicrelerden ekstrakte edildi. Toplam RNA
ornekleri DNase-RNase icermeyen steril suda
seyreltildi ve kullanilincaya kadar -80°C'de
saklandi. cDNA sentezi i¢in transkriptor HiFi
cDNA sentez kiti (Roche) kullanildi. VDR, SIRT1,
Apelin ve FOXO1 genlerine ait ekspresyon
seviyeleri, qPCR cihaz1 (LightCycler Nano,
Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak tespit
edildi. Calismada LightCycler nano (Roche,
Almanya) qPCR cihazina uygun FastStart
Essential DNA Probes Master kiti (Roche,
Almanya) kullanildi. Her numune i¢in en az tig
kez oOlcimler yapildi. Ekspresyon miktarlari,
referans genin, GAPDH'nin ekspresyonu ile
hesaplandi. Spesifik gen iiriinlerinin varhgy,
erime egrisi analizi kullanilarak dogrulandi.
GAPDH icin primer seti, Refseq Accession
NM_001289726.1'e gore secilmistir. Fare VDR,
SIRT1, Apelin ve FOXO01 icin polimeraz zincir
reaksiyonu primer seti, sirasiyla Refseq
Accession NM_009504.4, NM_001159589.2,
NM_013912.4 ve NM_019739.3. Gen
ekspresyon calismalari bes kez tekrarlandi.

E. istatistiksel Analizler

iCELLigence sisteminden elde edilen
sitotoksisite sonuglarinin degerlendirilmesi
icin, istatistiksel analizler iCELLigence sistemi

yazilimi  kullanilarak, logaritmik  yarim
maksimum inhibisyon konsantrasyon (ICso)
degerleri Sigmoidal dose-response (Variable
slope) formiilii ile hesaplandi Istatistiksel
degerlendirmeler SPSS (Statistical Package for
Social Sciences)21.0 programi kullanilarak
yapildi. Tanimlayici istatistikler stirekli 6l¢gtimlii
degiskenler icin ortalama * standart hata (SH)
ve medyan (min-maks) olacak sekilde ifade
edildi.A1, A2, A3, A4, A5 gruplarinin
karsilastirmasinda  Kruskal = Wallis  test
kullanilarak yapildi. p< 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Gruplarin ikili
karsilastirmalar1 bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney-U test kullanilarak yapildi (diizeltilmis
anlamlilik sinirlarn sirasiyla p=0.010, p=0.025
olarak kabul edildi)p< 0.05 degeri istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

3T3-L1 Adipositlerinde Oral Antidyabetik
ilaclara Yamit Olarak VDR, SIRT1, Apelin ve
FOXO01 Gen Anlatimlarinn iliskileri

3T3-L1 adipositlerine farkli konsantrasyonda 6
saat ve 24 saat uygulanan glipizid, akarboz ve
metforminin VDR, SIRT1, Apelin ve FOXO1gen
anlatim dtizeyleri Tablo I'de verilmistir.

6 saat 10 mg/ml akarboz uygulanan hiicreler ile
kontrol hiicreleri karsilastirildiginda oral
antidiyabetik etken maddesi uygulanan
hiicrelerde VDR ve FOXO1 gen anlatim
seviyelerinin sirasiyla 1.761 ve 1.364 (p=0.005)
kat arttig;; SIRT1 ve Apelin gen anlatim
seviyelerinin  sirasiyla 0.931 ve 0.322
(p=0.005)kat azaldigi tespit edildi (Tablo I, Sekil
1). 6 saat 17 mg/ml akarboz uygulanan hiicreler
ile kontrol hiicreleri karsilastirildiginda madde
uygulanan hiicrelerde SIRT1 ve FOXO1l gen
anlatim seviyelerinin sirasiyla 1.047 ve 1.091
(p=0.005) kat arttig1; VDR ve Apelin gen anlatim
seviyelerinin sirasiyla 0.094 ve 0.136 (p=0.005)
kat azaldig tespit edildi (Tablo I, Sekil 1). 6 saat
192 mM metformin uygulanan hicreler ile
kontrol hiicreleri karsilastirildiginda madde
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uygulanan hiicrelerde VDR, SIRT1 ve FOXO1 gen
anlatim seviyelerinin sirasiyla 3.471, 2.809 ve
3.041 (p=0.005) kat arttigi;; Apelin gen anlatim
seviyesinin 0.314 (p=0.005) kat azaldig1 tespit
edildi (Tablo I, Sekil 1).

_ 4

£

® 2

<

=, 0 0 0

E VDR SIRT1 Apelin FOXO01
E 3T3-L1 adipositler 6 Saat Oral antidiyabetik
& ilac Uygulamasi

m Control 10 mg/ml Akarboz

17 mg/ml Akarboz 192 mM Metformin

Sekil 1. Farkh dozlarda (10 ve 17 mg/ml) akarboz ve
metforminin 6 saat uygulanmasi sonucu adipositlerde VDR,
SIRT1, Apelin ve FOXO1 gen anlatim seviyelerinin
karsilastirilmasi.

24 saat 180 uM glipizid uygulanan hiicreler ile
kontrol  hiicreleri  karsilastirildiginda  oral
antidiyabetik  etken = maddesi  uygulanan
hiicrelerde VDR, SIRT1 ve FOXO1 gen anlatim
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seviyelerinin sirasiyla 1.042, 1.547 ve 1.232
(p=0.005) kat arttig;; Apelin gen anlatim
seviyesinin 0.142 (p=0.005)kat azaldig1 tespit
edildi (Tablo I, Sekil 2). 24 saat 175 mM
metformin uygulanan hiicreler ile kontrol
hiicreleri karsilastirildiginda madde uygulanan
hiicrelerde VDR gen anlatim seviyesinin 2.74
(p=0.005) kat arttig1; SIRT1, Apelin ve FOXO1 gen
anlatim seviyelerinin sirasiyla 0.362, 0.112 ve
0.355 (p=0.005) kat azaldig tespit edildi (Tablo I,
Sekil 2).

_ 3
€
£2
< 1
oy
<, N ] ] [
(]
o VDR SIRT1 Apelin FOXO1
L
© 3T3-L1 adipositler 24 Saat Oral antidiyabetik...
&
H Control 180 uM Glipizid 175 mM Metformin

Sekil 2. 24 saat glipizid ve metformin uygulanmasi sonucu
adipositlerde VDR, SIRT1, Apelin ve FOXO1 gen anlatim
seviyelerinin karsilastirilmasi.

Tablo I: 3T3-L1 adipositlere oral antidiyabetik ilaglara yanit olarak VDR, SIRT1, Apelin ve FOX01 gen anlatim seviyeleri

VDR Gen Anlatimi SIRT1 Gen Anlatim Apelin Gen Anlatimi FOXO01 Gen Anlatim
Ort. * SH;Medyan p Ort. = SH;Medyan p Ort. * SH;Medyan p Ort. * SH;Medyan p
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)

Kontrol 1.0+ 0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+ 0.0
1.76 £ 0.00; 1.76 0.93+0.00; 0.93 0.32+0.00; 0.32 136 + 0.00; 1.36

Al 0.005 0.005 0.005 0.005*
(1.76-1.77) (0.93-0.94) (0.32-0.33) (1.36-1.37)
1.09 £ 0.00; 1.09 1.04 £ 0.00; 1.04 0.13+0.00; 0.13 1.09 £ 0.00; 1.09

A2 0.005 0.005 0.005 0.005*
(1.09-1.10) (1.04-1.05) (0.13-0.14) (1.09-1.10)
3.47 +£0.00; 3.47 2.80+0.00; 2.80 0.31+0.00; 0.31 3.04 * 0.00; 3.04

A3 0.005 0.005 0.005 0.005*
(3.47-3.48) (2.80-2.81) (0.31-0.32) (3.04-3.05)
1.04 £ 0.00; 1.04 1.54 £ 0.00; 1.54 0.14 +0.00; 0.14 1.23 + 0.00; 1.23

A4 0.005 0.005 0.005 0.005*
(1.04-1.05) (1.55-1.54) (0.14-0.15) (1.23-1.24)
2.74+0.00; 2.74 0.36 +0.00; 0.36 0.11+0.00; 0.11 0.35 + 0.00; 035

A5 0.005 0.005 0.005 0.005*
(2.74-2.75) (0.36-0.37) (0.11-0.12) (0.35-0.36)

Degerler ortalama * standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade edildi. n=5. A1: 6 saat 10 mg/ml akarboz uygulanmis adiposit hiicreleri.
A2: 6 saat 17 mg/ml akarboz uygulanmis adiposit hiicreleri. A3: 6 saat 192 mM metformin uygulanmis adiposit hiicreleri. A4: 24 saat 180 uM glipizid

uygulanmis adiposit hticreleri. A5:24 saat 175 mM metformin uygulanmis adiposit hiicreleri

Diizeltilmis anlamlilik sinirt p=0.010. (Mann-Whitney Test test ile yapildi. Her grup kontrol ile karsilastirildi)
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Oral Antidiyabetik ila¢ Etkisindeki 3T3-L1
Adipositlerde VDR, SIRT1, Apelin ve FOX01
Gen Anlatimlarinin Korelasyonu

3T3-L1 adipositlerde 6 saat 10 mg/ml akarboz
uygulamasinda VDR ve SIRT1 gen anlatim

seviyeleri arasinda pozitif korelasyon tespit
edildi (rs= 0.89, p=0.04)(Tablo II). 6 saat 192
mM metformin uygulanmis adiposit
hiicrelerinde VDR ve SIRT1 gen anlatim
seviyeleri arasinda negatif korelasyon tespit
edildi (rs=-1.00, p=0.005)(Tablo II).

Tablo II:Antidiyabetik ila¢ uygulanmis 3T3-L1 adipositlerdeki VDR, SIRT1, Apelin ve FOXO1 genlerinin anlatim

diizeylerinin korelasyonu.

VDR Gen Anlatim SIRT1 Gen Anlatimi APELIN Gen Anlatimi FOXO01 Gen Anlatim

I's p I's p I's p I's p
Al
VTD Gen Anlatimi 1.00 - 0.89 0.04* 0.66 0.22 -0.05 0.93
SIRT1 Gen Anlatimi 0.89 0.04* 1.00 0.56 0.32 0.35 0.55
APELIN Gen Anlatim 0.66 0.22 0.56 0.32 1.00 -0.40 0.50
FOXO01 Gen Anlatimi -0.05 0.93 0.35 0.55 -0.40 0.50 1.00 -
A2
VTD Gen Anlatim 1.00 - 0.23 0.70 -0.35 0.55 -0.23 0.70
SIRT1 Gen Anlatimi 0.23 0.70 1.00 -0.82 0.09 0.82 0.08
APELIN Gen Anlatim -0.35 0.55 -0.82 0.09 1.00 -0.68 0.20
FOXO01 Gen Anlatimi -0.23 0.70 0.82 0.08 -0.68 0.20 1.00 -
A3
VTD Gen Anlatim1 1.00 - -1.00 0.005** -0.20 0.74 0.05 0.93
SIRT1 Gen Anlatimi -1.00 0.005** 1.00 0.20 0.74 -0.05 0.93
APELIN Gen Anlatim -0.20 0.74 0.20 0.74 1.00 0.82 0.08
FOXO01 Gen Anlatimi 0.05 0.93 -0.05 0.93 0.82 0.08 1.00 -
A4
VTD Gen Anlatimi 1.00 - -0.23 0.70 0.56 0.32 0.35 0.55
SIRT1 Gen Anlatimi -0.23 0.70 1.00 0.35 0.55 -0.71 0.17
APELIN Gen Anlatim 0.56 0.32 0.35 0.55 1.00 -0.30 0.62
FOXO01 Gen Anlatimi 0.35 0.55 -0.71 0.17 -0.30 0.62 1.00 -
A5
VTD Gen Anlatimi 1.00 - 0.41 0.49 0.05 0.93 0.30 0.62
SIRT1 Gen Anlatimi 0.41 0.49 1.00 -0.86 0.05 -0.56 0.32
APELIN Gen Anlatim 0.05 0.93 -0.86 0.05 1.00 0.79 0.11
FOXO01 Gen Anlatimi 0.30 0.62 -0.56 0.32 0.79 0.11 1.00 -

Degerler Spearman korelasyon katsayisi (rs) ve istatistiksel (p) anlamlilik olarak ifade edildi.

A1: 6 saat 10 mg/ml akarboz uygulanmis adiposit hiicreleri. A2: 6 saat 17 mg/ml akarboz uygulanmis adiposit hiicreleri. A3: 6 saat 192 mM metformin
uygulanmis adiposit hiicreleri. A4: 24 saat 180 uM glipizid uygulanmis adiposit hticreleri. A5:24 saat 175 mM metformin uygulanmis adiposit hiicreleri

*p<0.05, **p<0.01
TARTISMA

Obezite, buytlk olciide insiilin direnci, tip 2
diyabet, dislipidemi ve kanser gibi iligkili
hastaliklar tarafindan yonlendirilen 6nemli bir
halk saglig1 sorunudur. Obezitenin etiyolojisi,
cevresel ve genetik etkilerle birlikte

karmasiktir. Gelisiminin temel mekanizmasi,
viicut tarafindan alinan ve harcanan enerji
arasindaki dengesizliktir. Alinan enerjinin
fazlas1 yag dokusu olarak depolanir23. Ancak, bu
modiilasyona transkripsiyon faktorlerinin
katilim1 hakkinda ¢ok az sey biliyoruz.
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Oral antidiyabetik ila¢ maruziyetine yanit
olarak 3T3-L1 adipositlerde VDR, SIRT1, Apelin
ve FOXO1l gen ekspresyon seviyelerini
gosterdik. Adiposit hiicrelerine 6 saat 10 mg/ml
akarboz uygulamasi sonucunda VDR ve FOX0O1
gen anlatim seviyeleri artarken, SIRT1 ve Apelin
gen anlatim seviyeleri azalma gostermistir.
Adiposit hiicrelerine 6 saat 17 mg/ml akarboz
uyguladigimizda SIRT1 ve FOXO1 gen anlatim
seviyeleri artis gosterirken, VDR ve Apelin gen
anlatim seviyeleri kontrol hiicrelerine kiyasla
azalma gostermistir. Ayni stirede farkli dozlarda
akarboz uygulamasi FOXO1 ve Apelin geninin
anlatim yonlerini degistirmezken VDR ve SIRT1
gen anlatim yonlerini degistirmistir. Doza bagh
olarak FOXO1 gen anlatim seviyesi azalarak, 17
mg/ml akarboz uygulamasinda kontrole yakin
degerdedir (1.091, p=0.005). Artan dozda
akarboz uygulamasinda Apelin gen anlatim
seviyesi doza bagh olarak azalma gostermistir.
Apelin  seviyesindeki azalma akarbozun,
adipositlerdeki insulin direncinin ilag etkisiyle
azaldigin ve lipit metabolizmasinin
diizenlendigini gosterebilir. Akarboz uygulama
dozuna bagh olarak SIRT1 geninde anlatim
seviyelerinde farkhliklar olusmustur. Doz
artmasina bagh olarak SIRT1 gen seviyesinde
artis gozlemlenmistir. Bu durumun akarboz
dozuna bagh olarak adipogenezin gecikmesi ve
lipolizin artmasini sagladigin1 diisiinmekteyiz.
Wong ve ark. VDR'nin adiposit biyolojisindeki
rolinii daha fazla tanimlamak icin yapmis
olduklart c¢alismaya gore, VDR'nin adiposit
hiicrelerinde yag asidi tasinmasi, termojenez ve
lipoliz dlizenlenmesinde yer alan genlerin
ekspresyonu ve enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde o6nemli bir roli oldugunu
belirlemislerdir>. Calismamizda, doz artisina
bagh olarak VDR gen anlatiminda yaklasik 1.5
katlik bir azalma tespit ettik. Bu durum doza
baghh olarak akarbozun insiilin salgilama
diizenleyicisinin azalmasini yansitabilir.

Calismamizda farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerine 6
saat 192 mM metformin uygulamasina cevaben
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VDR, SIRT1 ve FOXO1 gen anlatim seviyeleri
yaklasik 3 kat artis gosterirken, apelin gen
anlatim seviyeleri ise kontrol hiicrelerine gore
belirgin sekide diisiis gostermistir. Apelin
seviyesinin azalmasi metforminin adiposit
hiicrelerinde glikoz ve lipit metabolizmasinin
diizenlendigini gosterebilir diislincesindeyiz.
Metformin uygulamasi sonucunda SIRT1
geninin artmasi adipositlerde insulin direncinin
azaldigim gosterebilir. FOXO1 gen anlatim
seviyesinin artmasi, adipositlerde olusan
inflamasyon ve stresin azaltildigini gosterebilir.
24 saat 175 mM metformin uygulamasi
sonucunda VDR gen anlatim seviyesi artarken
SIRT1, apelin ve FOXO1 gen anlatim seviyeleri
azaldi. Caton ve ark. metforminin, obez farelerin
beyaz adipoz dokusunda, bozulmus AMPK ve

SIRT1 islevine etkisi ile ilgili yaptiklari
calismada, metforminin lipid birikiminde
AMPK-NAMPT-SIRT1 aracili, obezite icin
kronoterapotik tedavi yaklasimlarini

destekledigini tespit etmislerdir?4. Uzun stireli
metformin uygulamasinda SIRT1 ve FOXO1 gen
anlatim seviyelerinin yaklasik 3 kat azalmasi,
metformin etkisinde bu genlerin birbirleriyle
koordineli c¢alisarak adipositlerdeki insulin
direncinin azaldigini1 gosterebilir. Boylece yag
dokudaki glikoz metabolizmas1 diizlenebilir.
VDR gen anlatim seviyesinin kisa siireli
metformin kullanimina goére uzun sireli
metformin kullaniminda azalmasi, metforminin
uzun slrede hiicresel enerji metabolizmasini
diizenledigini gosterebilir.

3T3-L1 adipositlere 24 saat 180 pM glipizid
uygulamasi sonucunda VDR, SIRT1 ve FOXO01
gen anlatim seviyeleri artti ve apelin gen
anlatim seviyesi azaldi. Glipizid uygulamasi
sonucunda apelin gen seviyesinin azalmasi,
adipositlerde insiliin direncinin azaldigini ve
glikoz metabolizmasinin diizenlendigini
gosterebilir. VDR, SIRT1 ve FOXO1 gen anlatim
seviyelerinin  artmasi1  glipizidin  glikoz
metabolizmasindaki iyilestirici etkilerini bu
genler lizerinden gerceklestirdigini gosterebilir.
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Insanlarda, obez hastalarda kalori kisith diyet,
yag dokusunda apelin gen ekspresyonunu
azaltmaktadir2s. Yapmis oldugumuz g¢alismada
kullanilan oral antidiyabetikler apelin gen
anlatim seviyesini azaltmistir. Bu durum oral
antidiyabetiklerin yag hiicrelerindeki lipit ve
glikoz metabolizmasini apelin geni lizerinden
diizenledigini gosterebilir.

Siilfoniliireler ve SIRT1 aktivitesi arasindaki
iliskiye odaklanan ¢ok az c¢alisma vardir2eé,
Sentetik bir sitlfonilire bilesigi (G004),
ateroskleroz tedavisi i¢in faydali bulunan
SIRT1/eNOS ekseni iizerinde aktive edici etki
gostermistir. Ayrica, ayni mekanizmanin
metabolik hafiza etkileri i¢in de faydali oldugu
distiniilmektedir2é. Calismamizda siilfoniliire
grubu olan glipizidin adipositlere uygulanmasi
sonucunda SIRT1 gen anlatim seviyesini
arttirdigini tespit ettik.

3T3-L1 murin adipositlerinde, 6 saatlik
akarboz, metformin ve 24 saatlik glipizid
uygulamasi sirasinda FOXO1 gen anlatim
seviyesinde ilerleyici bir artis gozlemledik.
Besin  algilayict  FoxO1  transkripsiyon
faktoriniin kalori kisitlamasi sirasinda lipid
katabolizmasini iyilestirdigi one
surilmektedir?’”. Barbato ve ark. yapmis
olduklar1 ¢alismada 10 giin boyunca 400mg/kg
metformin uyguladiklar1 farelerde FoxO1
proteinin arttigini géstererek hiicrelerdeki yag
birikiminin azaldigin1 goéstermislerdir?’. Bu
durumun kalori kisitlamasi ile metformin
kullanimin aynmi ozelliklere sahip oldugunu
gosterdigini belirlemislerdir?’. Bizde
calismamizda benzer olarak 6 saat 175 mM
metformin uygulamasi sonucunda FOXO1 gen
anlatim seviyesinin arttigini tespit ettik.

SONUC

Sonuc¢ olarak, adipogenez metabolizmasinda
rolii olan Apelin mRNA ekspresyonunun oral
antidiyabetik kullaniminda azalmasi, obezite ve
komorbidite riskinin azalmasiyla ile iliskili
olabilir. SIRT1 gen anlatim seviyesinin 175 mM

metformin kullanimi ile azalmasi1 metforminin
hiicrelerdeki lipid oksidasyonunu arttirarak
inflamasyonu azalttigini ve hiicreleri tedavi

ettigini gosterebilir. Metformin tedavisinin
FOXO1'in gen  ekspresyon  seviyelerini
degistirerek insiilin direncini iyilestirmede

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Farkh
oral antidiyabetik ila¢ kullanimi1 adipositlerdeki
lipit ve glikoz metabolizmasini
diizenlemektedir.  Sonu¢larimiz  terapotik
etkileri bu yollar1 hedefleyen ¢alismalar igin
yeni stratejiler saglayabilir.

Etik Kurul Karari: Hiicre kiltiirii ¢alismasi
oldugu icin etik kurul iznine gerek yoktur.

Cikar Catismas1 Beyani: Yazarlar
catismasi olmadigini bildirmislerdir.

cikar

Finansal Destek: Bu calisma her hangi bir fon
tarafindan desteklenmemistir.

Declaration of Conflicting Interests: The
authors declare that they have no conflict of
interest.

Financial Disclosure: No financial support was
received.

KAYNAKLAR

1. Wang N, Wang N, Luo G, et al. Lutein attenuates
excessive lipid accumulation in differentiated 3T3-
L1 cells and abdominal adipose tissue of rats by the
SIRT1-mediated pathway. Int | Biochem Cell Biol.
2021; 133:1357-2725.

2. Gliven M. Association of Initial HbAlc Level with
Obesity Medical Treatment Success in Morbidly
Obese Patients. Dicle Med J. 2021; 48: 316-27.

3. Goossens GH. The role of adipose tissue
dysfunction in the pathogenesis of obesity-related
insulin resistance. Physiol Behav. 2008; 94: 206-18.

4. Crowley VE. Overview of human obesity and
central mechanisms regulating energy homeostasis.
Ann Clin Biochem. 2008; 45: 245-55.

5. Wong KE, Kong ], Zhang W, et al. Targeted
Expression of Human Vitamin D Receptor in
Adipocytes Decreases Energy Expenditure and

149



Induces Obesity in Mice. ] Biol Chem. 2011; 30:
33804-10.

6. Bouillon R, Carmeliet G, Verlinden L, et al. Vitamin
D and human health: lessons from vitamin D
receptor null mice. Endocr Rev. 2008; 29: 726-76.

7. Kong ], Li YC. Molecular mechanism of 1,25-
dihydroxyvitamin D3 inhibition of adipogenesis in
3T3-L1 cells. Am ] Physiol Endocrinol Metab. 2006;
290: 916-24.

8. Finkel T, Deng CX, Mostoslavsky R. Recent
progress in the biology and physiology of sirtuins.
Nature. 2009; 460: 587-91.

9. Kwon HS, Ott M. The ups and downs of SIRTL.
Trends Biochem Sci. 2008; 33: 517-25.

10. Sinclair DA, Guarente L. Unlocking the secrets of
longevity genes. Sci Am. 2006; 294: 48-51, 54-7.

11. Hayashida S, Arimoto A, Kuramoto Y, et al.
Fasting promotes the expression of SIRT1, an NADp
-dependent protein deacetylase, via activation of
PPARalpha in mice. Mol Cell Biochem. 2010; 339:
285-92.

12. Picard F, Kurtev M, Chung N, et al. SIRT1
promotes fat mobilization in white adipocytes by
repressing PPAR-gamma. Nature. 2004; 429: 771-6.

13. Mayoral R, Osborn O, McNelis ], et al. Adipocyte
SIRT1 knockout promotes PPARgamma activity,

adipogenesis and insulin sensitivity in chronic-HFD
and obesity. Mol Metab. 2015; 4: 378-91.

14. Yuzbashian E, Zarkesh M, Asghari G, et al. Is
apelin gene expression and concentration affected
by dietary intakes? A systematic review. Crit Rev
Food Sci Nutr. 2018; 58: 680-8.

15. Boucher ], Masri B, Daviaud D, et al. Apelin, a
newly identified adipokine up-regulated by insulin
and obesity. Endocrinology. 2005;146:1764-71.

16. Ringstrom C, Nitert MD, Bennet H, et al. Apelin is
a novel islet peptide. Regul Pept. 2010; 162: 44-51.

17. Dray C, Knauf C, Daviaud D, et al. Apelin
stimulates glucose utilization in normal and obese
insulin-resistant mice. Cell Metab. 2008; 8: 437-45.

Dicle Tip Dergisi / Dicle Med ] (2022) 49 (1) : 142-150

18. Wei L, Hou X, Tatemoto K. Regulation of apelin
mRNA expression by insulin and glucocorticoids in
mouse 3T3-L1 adipocytes. Regul Pept. 2005; 132:
27-32.

19. Monsalve M, Olmos Y. The complex biology of
FOXO. Curr Drug Targets. 2011; 12: 1322-50.

20. Kousteni S. Fox01, the transcriptional chief of
staff of energy metabolism. Bone. 2012; 50: 437-43.

21. Miard S, Dombrowski L, Carter S, et al. Aging
alters PPARgamma in rodent and human adipose
tissue by modulating the balance in steroid receptor
coactivator-1. Aging Cell. 2009; 8: 449-59.

22. Lillie RD and Ashburn LL. Supersaturated
solutions of fat stains in dilute isopropanol for
demonstration of acute fatty degeneration not
shown by Herxheimer’s technique. Archs Path.
1943; 36; 432-40.

23. Hammes TO, dos Santos Costa C, Rohden F, et al.
Parallel down-regulation of FOXO01, PPARy and
adiponectin mRNA expression in visceral adipose
tissue of class III obese individuals. Obes Facts.
2012; 5:452-9.

24. Caton PW, Kieswich ], Yaqoob MM, et al
Metformin opposes impaired AMPK and SIRT1
function and deleterious changes in core clock
protein expression in white adipose tissue of
genetically-obese db/db mice. Diabetes Obesity and
Metabolism. 2011; 13: 1097-104.

25. Castan-Laurell I, Dray C, Valet P. The therapeutic
potentials of apelin in obesity-associated diseases.
Molecular and Cellular Endocrinology. 2021; 529:
111278.

26. Stelmaszyk A, Mikotajczak P, Dworacka M.
Sirtuin 1 as the mechanism of action of agents used
in the diabetes mellitus pharmacotherapy.
European Journal of Pharmacology. 2021; 907:
174289.

27. Lettieri Barbato D, Tatulli G, Aquilano K, et al.
FoxO1 controls lysosomal acid lipase in adipocytes:
implication of lipophagy during nutrient restriction
and metformin treatment. Cell Death Dis. 2013; 17;
4:e861-e861.

150



