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Eksenatidin 3D 3T3-L1 Adipositleri Uzerindeki Ekspresyon Profilinin Mikrodizin Analizi ile Belirlenmesi

Meliha KOLDEMIR GUNDUZ", Giilli KAYMAK', Ertan KANBUR?, Derya BERIKTEN', Meryem Cansu SAHIN?,
Harun SENER', Azmi YERLIKAYA*

OZET: Obezite karmasik, ¢ok faktorlii ve diinya genelinde dnemli bir saghk sorunudur. Obezite tedavisi i¢in mevcut
stratejiler oldukca kisitlidir. Bu nedenle yeni ilag gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Calismanin amaci, GLP-1 agonisti olan
eksenatidin 3 boyutlu (3D) 3T3-L1 adipositleri {izerindeki sitotoksisitesinin, tiim genom profili iizerinden arastirmaktir. Bu
calismada, eksenatidin 3D adipositler iizerindeki apoptotik ve lipolitik etki diizeyleri de arastirildi. Eksenatidin 3T3-L1
adipositleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile belirlendi. mRNA' lar1 taramak i¢in fare geni mikrodizisi
kullanildi. Apoptoz caligmalart ELISA yontemi ile yapildi. Lipoliz analizi, Lipolysis Colorimetric Assay Kit ile
gerceklestirildi. 3D yag doku modellemesinde eksenatid uygulamasi apoptoz seviyesini arttirdr (p<0.01). 3D 3T3-L1
adipositleri ile yapilan deneyler, eksenatid uygulamasinda lipolitik etkinin yiiksek oldugunu gésterdi (p=0.000). 3D
adiposit hiicrelerinde mRNA'larin ekspresyon profillerini gdostermek igin yapilan transkriptom analizlerinde, eksenatid
uygulanan grupta kontrol adiposit hiicreleriyle kiyaslandiginda toplam 3472 mRNA farkli sekilde ifade edildi (p<0.05). Bu
calismadan elde edilen sonuglar, eksenatidin, ¢esitli genlerin anlatimini, adiposit apoptozunu ve lipoliz aktivitesini
diizenleyerek obezite tedavisinde etkili oldugunu gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, mikrodizin, eksenatid, 3D hiicre kiiltiirii, 3T3-L1 hiicresi
Determination of the expression profile of exenatide on 3D 3T3-L1 adipocytes by microarray analysis

ABSTRACT: Obesity is a complex, multifactorial and important health problem worldwide. Current strategies for the
treatment of obesity are quite limited. Therefore, the development of new drugs is very important. The aim of the study was
to investigate the cytotoxicity of the GLP-1 agonist exenatide on 3 dimensional (3D) 3T3-L1 adipocytes through the whole
genome profile. In this study, the apoptotic and lipolytic effect levels of exenatide on 3D adipocytes were also investigated.
The cytotoxic activity of exenatide on 3T3-L1 adipocytes was determined by MTT method. Mouse gene microarray was
used to screen for mRNAs. Apoptosis studies were performed by ELISA method. Lipolysis analysis was performed with
the Lipolysis Colorimetric Assay Kit. In 3D adipose tissue modeling, exenatide application increased apoptosis level
(p<0.01). Experiments with 3D 3T3-L1 adipocytes showed a high lipolytic effect in exenatide administration (p=0.000). In
transcriptome analyzes performed to show the expression profiles of mRNAs in 3D adipocyte cells, a total of 3472 mRNAs
were differentially expressed in the exenatide treated group compared to control adipocyte cells (p<0.05). The results
obtained from this study may show that exenatide is effective in the treatment of obesity by regulating expression of
various genes, adipocyte apoptosis and lipolysis activity.
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GIRIS

Obezite, yag dokusundaki anormal birikim olarak ifade edilmektedir. Obezitenin patogenezi ¢ok
karmagiktir ve yaygin olarak genetik faktorler ve gevresel faktorler tarafindan ortaklasa belirlendigine
inanilmaktadir (Caballero, 2007; Prentice ve ark., 2008). Bununla birlikte, kotii beslenme
aligkanliklari, hareketsiz yasam tarzi ve fiziksel aktivite eksikligi obezite gelisiminin Onemli
nedenleridir (Hanefeld ve Kohler, 2002; Ivezi¢-Lali¢ ve ark., 2013). Genel olarak obezite, enerji alim1
ve enerji harcamasi arasindaki kronik dengesizlikten kaynaklanir. Asir1 enerji alimi tiiketilmediginde
yaga doniistiiriiliir ve yag dokusunda depolanarak yag dokusunun agirliginda artisa neden olur (Gariani
ve ark., 2016).

Son yillarda obezite ¢arpict bicimde artarak diinya c¢apinda bir halk sagligi sorunu haline geldi
(Chooi, ve ark., 2019). Diinyadaki yetigkinlerin yiizde otuzundan fazlasi asir1 kilolu ve yetiskinlerin
neredeyse yiizde onu obezdir (Masa ve ark., 2019). Obezite, kanser, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastalik gibi cesitli kronik metabolik hastaliklarin goriilme sikliginin artmasiyla iligkilidir ve
obezitenin siddetine eslik eden bozukluga bagli olarak 5-20 yillik 6mrii bile azaltir (Bliiher, 2019).

Obezite, kiiresel 6liim dl¢eginde besinci sirada gelmektedir ve her yil diinya ¢apinda 2,8 milyon
insan obezite ile iliskili komplikasyonlar nedeniyle Olmektedir (Parratte ve ark., 2014). Klinik
calismalar, diyet miidahalesinin obezitenin Onlenmesinde ve tedavisinde yardimci olabilecegini
gostermektedir (Schmidt ve ark., 2008). Ancak obezite tedavisi i¢in yeni molekiillere ihtiya¢ vardir.
Artan ilgi, obezite tedavisi i¢in alternatif bir yaklagim olarak kullanimda olan medikal ilaglarin
kullanimina odaklanmistir. Umut verici bir anti-diyabetik ila¢ sinifi olarak, glukagon benzeri peptit-1
reseptor agonistlerinin (GLP-1RA'lar), hipoglisemi riski olmaksizin kan glukoz seviyelerini azaltabilen
glukoza bagimli bir sekilde insiilin sekresyonunu gii¢lendirdigi gosterilmistir (Drucker ve Nauck,
2006; Drucker ve Yusta, 2014; Drucker ve ark., 2017). Tip II diyabet ilac1 olan GL1 reseptor agonisti
eksenatidin obeziteyi Onleyici etkiler gosterdigi bildirilmektedir. Buna gore, obezitenin dnlenmesinde
ve iliskili hastaliklarin tedavisinde adiposit farklilasmasini etkileyen eksenatidin etki mekanizmalarini
anlamak obezite tedavisine yardimci olur. Bu ozelliklerin altinda yatan mekanizmalar1 anlamak,
obezite salginin1 ve saglik tizerindeki olumsuz etkilerini azaltmak i¢in yeni terapdtik yaklasimlarin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Insan popiilasyonu genetik ¢alismalarindan elde edilen bilgilerin biyolojik mekanizmalara ve
hassas tip araclarina donistiiriilmesi, farkli insan popiilasyonlarinda genetik hassas haritalama,
genomik ve epigenomik caligmalar, bilinen genotipe sahip goniilliiler lizerinde fizyolojik deneyler ve
hayvanlarda ve hiicresel modellerde mekanik calismalar dahil olmak iizere genis bir stratejiler setinin
uygulanmasini1 gerektirir (Zeggini ve ark., 2019). Bu stratejilerin 6nemli bir parcast olan hiicresel
calismalar icin ortak bir yaklagim, hiicre ¢izgileri ve birincil hiicrelerden olusan basit in vitro iki
boyutlu (2D) modellerin kullanilmasidir. Bunlar, adiposit davranisini ve farklilasmasini anlamak ve
bilesik tarama icin gerekli olan degerli modellerdir (Serrero ve Khoo, 1982; Lefterova ve ark, 2014).
Ancak, tek katmanli modeller, hiicre tipleri, hiicresel etkilesimler ve morfoloji acisindan yetigkin in
vivo dokusunun karmasikligindan yoksundur. Bu nedenle, adipoz gibi belirli organlar1 ve bilesiklere
kars1 organizmanin tepkisini incelemek i¢in yaygin olarak translasyonel hayvan modelleri kullanilir.
Bu tiir arastirmalar daha pahali ve uzun siirelidir. 2D hiicresel c¢aligsmalar ile in vivo klinik Oncesi
modeller arasindaki boslugu ucuz bir sekilde kapatan modellere ihtiya¢ vardir. Boyle bir model, in
vivo modellere gegmeden Once mekanik calismay1 kolaylastirabilir ve ayrica bilesiklerin yiiksek
verimli taranmasina izin verebilir. 3D hiicre kiiltiirii sistemi, yag fizyolojisinin karmasikligint ve
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islevsel ciktisim daha dogru bir sekilde temsil ederek bu boslugu doldurmaya yardimci olabilir
(Graham ve ark., 2020].

Bu caligmanin amaci, GLP-1 reseptdrii agonisti olan eksenatidin 3 boyutlu doku modellemesi ile
3T3-L1 adiposit hiicrelerindeki etkilerinin tiim genom trasnkriptom profillemesi lizerinden arastirilarak
eksenatidin koruyucu etkisinde yer alan mRNA ’lar1 belirlemektir. 3T3-L1 adiposit 3 boyutlu doku
modelleme ¢alismamizda ayrica hiicre canliligi, apoptoz ve lipoliz testleri yapildi.

MATERYAL ve METOT

2D Hiicre Kiltiirii

3T3L-1 fibroblast hiicre soyu American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, USA)
ticari olarak temin edildi. 3T3L-1 hiicreleri, DMEM’e (Dulbecco's modified Eagle's medium)+%10
Fetal Bovin Serum (FBS)+ penisilin (100 unit/ml) ve streptomisin (100 pg/ml) eklendi ve flasklar
nemli bir atmosferde (37 °C, %5 CO») kiiltlirlendi. 3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin farklilasmas1 Miard
ve ark. (2009) protokoliine gore, hiicrelere DMEM-FBS i¢ine 10pug/ml insiilin + 1uM deksametazone
+ 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine eklenerek yapildi. Hiicrelerdeki farklilagsma oil red o boyama
yontemi ile morfolojik olarak belirlendi (Lillie ve Ashburn, 1943).

3D hiicre Kkiiltiirii calismasi ve tedavi

3D biobasim i¢in aljinat ve kollejenin birlikte oldugu bioink besi yeri igerisinde steril sartlarda
hazirlands. 0.1 gr/ml aljinat (Alfasol, Tiirkiye) besi yeri igerisinde 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatérde bir
gece bekletilerek ¢oziindiiriildii. 15 mg/ml kollojen (Bugamed Biyoteknoloji, Tiirkiye) 1.1 gr/ml aljinat
ile karistirilarak 1.5 M NaOH ile pH= 7 ye ayarlandi. Hazirlanan bioinkler basim islemi yapilana kadar
steril sartlarda +4°C’de saklandi.

3D Bio yazict (AXODUALX, Tiirkiye) aljinat ve kollejen ile hazirlanan bioinki basmak icin
kullanildi. Solidworks® programi araciligiyla 3 boyutlu doku modeli sekli olusturuldu. 2x10’
hiicre/mL kollejen ve aljinattan olusan bioink ile karistirilarak siispanse edildi. Hiicre ve biyog¢dzelti
karisimlar;, 0.26 mm V tipi igne ile ekstriizyon i¢in 3D yazicinin baski arabasina yerlestirilen
ekstriizyon kartuslarina yerlestirildi. Hiicre-hidrojel karisimi biyoyazici siringasinda x-y-z diizlemleri
boyunca ekstriide edildi. Baskidan sonra, 3D yapilarin polimerizasyonu, %10 CaCls ile inkiibe edilerek
gergeklestirildi. Kiiltiirtin ikinci giinlinde besi ortaminin tamami adipojenik farklilagma ortamiyla
degistirildi. 3 boyutlu ortamda adiposit farklilasmas1 gerceklestirildi.

Calismamizda GLP1-RA olarak, eksenatid kullanildi. GLP-1RA ¢ozeltisi, besi yeri igerisinde

mekanik olarak hazirlandi. 3T3-L1 adipositlere 1000, 500, 250, 100, 50, 10, 5 ve 1 nM eksenatid ilave
edildi ve hiicreler 48 saat inkiibe edildi. Kontrol hiicrelerine sadece kiiltiir ortami eklendi.

Hiicre sitotoksisite analizi

MTT [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] yontemi ile hiicre
toplulugundaki canli hiicrelerin orant kolorimetrik olarak tespit edildi. Hiicrelere farkli dozlarda
eksenatid uygulandi ve MTT analizi, Yerlikaya ve ark. (2010) yontemine goére yapildi. Veriler,
GraphPad Prism 5.0 programi (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, ABD) ile analiz edildi. ICs,
degerinin hesaplanmasi i¢in, GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak dogrusal olmayan regresyon
analizi ile veriler normalize edildi.

RNA ekstraksiyonu, saflastirma ve kalite kontrol

Toplam RNA, d{reticinin talimatlart izlenerek RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Almanya)
kullanilarak ekstre edildi ve saflastirildi. Nano-300 spektrofotometre (AllSheng, China) ile RNA’lara
ait 260/A280 ve A260/A230 oranlar kaydedildi. Uygun safliktaki RNA’larin entegrasyonunu kontrol
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etmek i¢in Agilent Bioanalyzer 2100 ile RNA 6000 Nano Assay Kit (RNA Series II Kit) (Cat. 5067-
1511, Agilent Technologies) kullanilarak RNA Integrity Number (RIN) degerleri kontrol edildi.
Ardindan, nitelikli kalitedeki RNA’lar, mikrodizin deneylerinde kullanildi.

RNA mikrodizin analizi

RNA Mikrodizin deneyi i¢in “Tek-Renk Mikrodizin Temelli Gen Ekspresyon Analizi” (Agilent)
kullanild1. Mikrodizi (dizayn ID: 74809) toplamda 62976 transkript icermektedir. Bu trankriptlerden
1313 kontrol probudur. Fare mikrodizisi G4858A-074809 G3 Mouse GE-G2534-60014 SEM AS.
Tarafindan gelistirilmistir. Bu mikrodizi mRNA ‘lar1 profillemek i¢in kullanildi.

RNA etiketleme ve dizi hibridizasyonu

Toplam RNA, iireticinin talimatlar izlenerek, Low Input Quick Amp Labeling Kit, One-Color
(Cat. 5190-2305, Agilent Technologies) ile amplifiye edildi ve etiketlendi. Etiketli cRNA'lar,
Absolutely RNA Nanoprep Kit (Cat. 400753, Agilent Technologies) ile saflastirildi.

Her slayt, iireticinin talimatlarina gdre hibridizasyon firininda 600 ng Cy3 etiketli cRNA ve
Gene Expression Hybridization Kiti (Cat. 5188-5242, Agilent Technologies) kullanilarak hibridize
edildi. 17 saatlik hibridizasyondan sonra, slaytlar, lireticinin talimatlarina gore Gene Expression Wash
Buffer Kit (Cat. 5188- 5327, Agilent Technologies) ile boyama kaplarinda yikanda.

Veri toplama ve analizi

Slaytlar, varsayilan ayarlarla Agilent Microarray Tarayici (Cat. G2565CA, Agilent
Technologies) ile tarandi. Mikrodizin taramasi sonrasi elde edilen goriintii dosyalari GeneSpring 14.9
(Agilent) yazilimi ile incelendi. Yazilim internet veri tabanindan mm9:NCBI37:Jul2007 kopya sayis1
degisikligi karsilastirma verilerine gore yapildi. RNA Orneklerinin normalizasyonu i¢in GeneSpring
yazilimi {izerinden Quantile Normalization yéntemi kullanildi. 1ki grup arasindaki &nemli dlgiide
eksprese edilen mRNA'larin esik degerlerinin kat degisiklikleri > 2.0 ve p degeri < 0.05 secildi.

Apoptoz diizeylerinin belirlenmesi

3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerine 48 saat 392.5 nM eksenatid uygulamasindan sonra elde edilen
lizatlara ait orneklerden anneksin V diizeyleri Uscn ELISA kit (Uscn Life Science Inc. Wuhan)
kullanilarak belirlendi.

Lipoliz analizi

Eksenatid uygulanmis 3D adiposit hiicrelerindeki lipoliz analizi ticari kit (Lipolysis Colorimetric
Assay Kit, Sigma-Aldrich) kullanilarak yapildi. Adiposit hiicrelerine 1ilag etken maddesi
uygulanmasinin ardindan, iireticinin belirttigi protokol kullanilarak serbest gliserol icerigi analiz edildi.

Istatistiksel analizler

Hiicre canliligt MTT analizi, GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, inc.) kullanilarak yapildu.
Lipoliz analizi ve gen anlatim sonuglarinin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistic 23 bilgisayar
programi kullanilarak yapildi. Caligma bulgular1 ortalamatstandart hata (SH) seklinde ifade edildi.
Mikrodizin verilerinin istatistiksel degerlendirilmesi icin istatistiksel T-Testi (NoCorrection Moderated
T-Test) uygulandi. Tiim istatistiki karsilastirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 den kii¢iik olanlar
anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Obezite, adipositlerdeki lipid metabolizmas1 yoluyla kontrol edilebilen bir enerji
dengesizliginden kaynaklanir. Preadipositler kullanilarak olgun adipositlere farklilagsmay1 azaltarak
adipogenezi baskilamak i¢in bir¢cok ¢alisma yapilmistir (Lim ve ark., 2021: Koldemir-Giindiiz ve ark.,
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2022). Obezite tedavisi i¢in kullanilan mevcut terapotik ilaglarin sayisi olduk¢a azdir ve bu ilaglar yan
etkileri nedeniyle siklikla tercih edilmemektedir. Bu nedenle alternatif tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir. Eksenatid, glisemik kontrolii iyilestirmek i¢cin T2DM'li yetiskinlerde kullanilan
glukagon benzeri bir peptit-1 reseptor agonistidir. Eksenatidin tokluk duygularini artirma ve istahi
bastirma yetenegi yoluyla BMI, viicut agirligi ve viicut yagini (Buse ve ark., 2010; Rosenstock ve ark.,
2010) 6nemli 6l¢iide azalttigin1 gostermistir. Ancak, yag dokusundaki aktivitesinin altinda yatan kesin
mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Farkh eksenatid konsantrasyonlarinda 3T3-L1 adiposit hiicre biiyiimesinin inhibisyonu

1 ile 1000 nM arasinda degisen konsantrasyonlarda 48 saat boyunca eksenatid tedavisine yanit
olarak adiposit hiicrelerinin canliligi, MTT hiicre proliferasyon deneyi ile izlendi. ICs, konsantrasyonu
392.5 nM olarak hesaplandi.

3D adipositlere eksenatid uygulamasi sonucunda elde edilen mikrodizi veri analizi

3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerine ICsy diizeyinde (392.5 nM) eksenatid uygulamasinda
sitotoksisite iliskili molekiiler mekanizmalar1 ve tepkileri bulmak i¢in mikroarray analizi yapildi. 3D
Mikrodizin taramasi sonrast GeneSpring yazilimi kullanilarak analiz yapildi. Eksenatid ve kontrol
gruplarini olusturduktan sonra “Kat sayis1 degeri” (Fold Change) 2,0 ve iizeri olan problar segildi ve
kontrole kiyasla anlaml1 derecede degisiklik gostermis problara NoCorr T-Testi (p<0,05) uygulanmasi
sonrast toplam 3472 transkript tespit edildi. Diferansiyel olarak ifade edilen transkriptler arasinda 1s1
haritasinda gorsellestirilen 1411 asag1 ve 2061 yukar1 anlamli degisiklik bulundu (Sekil 1). Bu genler
arasindan kat sayist en fazla olan 20 asagi regiile gen Cizelge 1°de ve 20 yukar regiile gen Cizelge
2’de sunulmustur.

3T3-L1 adiposit hiicrelerinde eksenatidin fonksiyonlarin1 daha 1y1 anlamak i¢in, ilgili molekiiler
mekanizmalar1 tanimlamak esastir. Bu calismada, eksenatid ile tedavi edilen 3D 3T3-L1 adiposit
hiicrelerinin mikrodizi verilerini analiz ettik. Mikrodizin taramasi sonrast GeneSpring yazilimi
kullanilarak yapilan analizde 74809 prob noktasi bulundu. Bu noktalardan eksenatid uygulanan
hiicreler ile kontrol hiicreler kiyaslandiginda 1411 asagi regiile ve 2061 yukar1 regiile anlamli
degisiklik bulundu. Bunlarin 40 tanesi analiz edilen tiim numunelerden 6nemli 6l¢iide degistigi, 20
tanesinin asagi regiilasyonlu ve 20 tanesinin yukari regiilasyonlu oldugu bulundu ve gen ekspresyon
degisiklikleri Sekil 1'de verildi. Mikrodizi sonuglarina gore, en ¢ok asagi regiile edilen bes gen CCK,
CSF3, SPRR2E, MMP10 ve CELSRI1 ve en yukari regiile edilen bes gen ise sirastyla OGN, OASIG,
APOD, THRSP ve RSAD2dir.

Lipojenik dokulardaki THRSP gen ekspresyonu ve protein seviyeleri tiroid hormonu, insiilin ve
glikoz ile giiclii bir sekilde baglantili olan spesifik bir faktdrdiir. THRSP geni obez bireylerde zayif
bireyler ile karsilastirildiginda daha az ifade edilir (Ortega ve ark., 2010; Chen ve ark., 2019).
Mikrodizin c¢aligmasi sonucunda elde ettigimiz bulgularda eksenatid ile tedavi sonucunda kontrol
adiposit hiicrelerine gore gen anlatim seviyesi artmistir. Bu sonug eksenatidin etki mekanizmalarindan
birinin THRSP iizerinden obeziteyi tedavi ettigini gosterebilir.
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Sekil 1. 3D 3T3-L1 kontrol adiposit ve eksenatid uygulanmis 3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde farkli sekilde eksprese
edilmis genlerin hiyerarsik kiimeleme analizi. Kontrol (n=2) ve eksenatid uygulanmig adiposit (n=2) hiicreleri farkl sekilde

eksprese edilmis. Kirmizi ve yesil renk, sirastyla yukari ve asagi diizenlenmis transkriptleri gosterir.

Cizelge 1. Eksenatid uygulanmig 3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerinin kontrol hiicrelerle kiyaslandiginda anlamli derecede
farkli bulunmus asag1 regiile problar, degisim katsayilari, ilgili genler

Degisim Katsayis1 (Fold Gen Sembolii Gen Ad1
Change)

A 55 P1977431 -58.06789 Cck cholecystokinin

A 51 P317176 -40.383533 Csf3 colony stimulating factor 3 (granulocyte)

A 55 P2109569 -34.620014 Sprr2e small proline-rich protein 2E

A 51 P120830 -34.21705 Mmp10 matrix metallopeptidase 10

A 51 P440743 -32.84106 Celsrl cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 1

A 65 P13459 -30.49064 Cd3001Ib CD300 molecule like family member B

A 55 P1989653 -30.138548 Slco4al solute carrier organic anion transporter family, member 4al

A 51 P397437 -30.070122 Prss46 protease, serine 46

A 52 P75777 -25.827394 Lgr6 leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 6

A 55 P1967325 -23.883871 Tafa5 TAFA chemokine like family member 5

A 51 P504815 -23.12242 Stfa3 stefin A3

A 52 P203440 -21.03211 U90926 cDNA sequence U90926

A 66 P128210 -18.410847 1600019K03 RIKEN cDNA 1600019K03 gene

Rik

A 52 P161488 -16.916111 Clecde C-type lectin domain family 4, member e

A 65 P14247 -16.069529 1118rap interleukin 18 receptor accessory protein

A 55 P2014555 -14.954309 Lrp8 low density lipoprotein receptor-related protein 8,
apolipoprotein e receptor

A 51 P185688 -14.937267 Mmpla matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase)

A_65_P03926 -14.642097 Etvl 16 days neonate cerebellum cDNA, RIKEN full-length
enriched library, clone:9630029005 product:hypothetical
protein

A 55 P2038217 -14.636051 Atpl3a4 ATPase type 13A4

A 51 P107752 -14.615738 Nav2 neuron navigator 2
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Cizelge 2. Eksenatid uygulanmig 3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerinin kontrol hiicrelerle kiyaslandiginda anlamli derecede
farkli bulunmusg yukari regiile problar, degisim katsayilari, ilgili genler

Prob Adi Degisim Katsayisi (Fold Change) Gen Sembolii  Gen Adi

A 51 P295085 51.260113 Ogn osteoglycin

A 66 P105132 49.947323 Oaslg 2'-5' oligoadenylate synthetase 1G

A 51 P366811 38.33023 Apod apolipoprotein D

A 51 P194099 34.443268 Thrsp thyroid hormone responsive

A 55 P2093286 33.73982 Apod apolipoprotein D

A 51 P505132 30.056627 Rsad2 radical S-adenosyl methionine domain containing 2

A 55 P1972872 27.289303 Ifit3b interferon-induced protein with tetratricopeptide
repeats 3B

A 66 P120667 26.601332 Gm46558 predicted gene, 46558

A 51 P459477 25.463867 Colllal collagen, type XI, alpha 1

A 51 P441426 24.95545 Pf4 platelet factor 4

A 52 P507877 24.482927 Colllal collagen, type XI, alpha 1

A 66 P139683 24.392183 Zbpl Z-DNA binding protein 1

A 55 P2903297 24.337261 H19 H19, imprinted maternally expressed transcript

A 55 P2062246 23.931868 Tgtp2 T cell specific GTPase 2

A 55 P2018666 22.737516 Thrsp thyroid hormone responsive

A 66 P121110 22.097113 Pckl phosphoenolpyruvate carboxykinase 1

A 51 P389265 21.98632 Pnpla3 patatin-like phospholipase domain containing 3

A 55 P2019719 21.640148 QOas2 2'-5' oligoadenylate synthetase 2

A 52 P412585 20.534498 Earl cosinophil-associated, ribonuclease A  family,
member 1

A 55 P1966838 20.322218 Xafl XIAP associated factor 1 (Xafl)

Apoptoz analizi

3D adiposit hiicrelerine 48 saat 392.5 nM eksenatid uygulamasi, kontrol adiposit hiicreleri ile
karsilastirildiginda ilag uygulanan gruplar istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (p=0.001)
(Sekil 2).

Obezite tedavisi icin ilag gelistirilmesinin zorlugu kanitlanmistir. Kilo vermek i¢in mevcut ilag
stratejilerinin bir¢ok yan etkisi vardir, bu nedenle acilen yeni tedavilere ihtiya¢ vardir. Yag kayb,
apoptoz yoluyla adipositlerin boyutunda ve sayisinda bir azalma saglayabilir. Apoptoz indiiksiyonu,
obez hastalarda adipositleri uzaklastirmanin makul bir yoludur. Adiposit apoptozunun
indiiklenmesinde bir¢ok adipokin ve dogal iiriinlin rol oynadig: bildirilmektedir (Zhang ve Huang,
2012). Bu nedenle, adipositlerde apoptoz indiiksiyonu, adiposit sayisini azaltmak i¢in ¢ekici bir
yontem olabilir. 48 saat 392.5 nM eksenatid uygulanan 3D adiposit hiicreleri ile 3D kontrol adiposit
hiicrelerindeki apoptoz seviyeleri karsilastirildiginda, eksenatid uygulanan grupta toplam apoptoz artt.
Bu sonuglar, eksenatidin adiposit hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegini gostermektedir.

Annexin V (pg/ml)

0,8
0,6
0,4
0,2

0 .

Kontrol 392.5 nM Exenatide

Sekil 2. 3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde 392.5 nM sonucunda anneksin V seviyeleri
Eksenatidin lipoliz iizerindeki etkileri
Eksenatidin adiposit fonksiyonu iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in, 3D 3T3-L1
adipositlerine 392.5 nM eksenatid eklendi ve 48 saat inkiibe edildi. Eksenatid uygulamasi kontrol ile
karsilastirildiginda 3D (Sekil 3) hiicre kiiltiirli ortamlarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
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(p=0.000). 3 boyutlu adipositlere 392.5 nM eksenatid uygulamasi sonucunda kontrole kiyasla lipoliz
miktar1 yaklasik 2 kat artmistir. Farklilasmis 3D olgun adipositlerde GLP-1RA 6nemli bir lipolitik etki
gosterdi (Sekil 3).

Vendrell ve ark. (2011) GLP-1 reseptoriiniin obezite ve insiilin direnci ile iligkisini
arastirdiklar1 ¢alismada, GLP-1 uygulamasinin 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde ortama gliserol salinimi
ile 6l¢iilen lipolizde 6nemli bir artisa neden oldugunu tespit etmislerdir. Bizde ¢alismamamizda 3D
3T3-L1 adipositlerine uyguladigimiz ila¢ dozlar1 ile kontrol adiposit hiicreleri karsilastirildiginda
Olctilen lipoliz oraninda anlamli bir artis tespit ettik. Elde edilen bu sonuclar, eksenatidin adiposit
hiicrelerinde kilo kaybina yol agan lipolitik bir etki meydana getirdigini gostermektedir.

3D 3T3-L1 Adiposit

Gliserol ng/p
N w H

[ERN

Kontrol 392,5 nM eksenatid

o

Sekil 3. 3D 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde 392.5 nM eksenatid uygulamasi sonucunda lipoliz miktari
SONUC

Bu bulgular, metabolik bozukluklarin molekiiler mekanizmalari ve bu bozukluklar i¢in risk
biyobelirteglerine dair ipuglar1 saglayan 3D adiposit hiicreleri ve kontrol gruplarinin transkriptomlari
arasindaki onemli farkliliklar ortaya koymaktadir. Apoptoz sonuglarimiz 3D adipositlere eksenatid
uygulamasinin apoptozu arttirdigin1 ve obeziteyi adiposit apoptozu lizerinden de tedavi ettigini
gosterebilir.

TESEKKUR

Bu calisma TUBITAK tarafindan “220S827” kodlu proje ile desteklenmistir. Bioink iiretimi ile
ilgili geri bildirimleri ve tavsiyeleri i¢in Bugamed Teknoloji’ye (Tiirkiye) tesekkiir ederiz.
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