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Amag: Preadipositlerin diferensiyasyonu adipogenezis icin onemli basamaklardan biridir.
Adipogenezis, diisik diizeyde inflamasyonun eslik ettigi ve pek c¢ok komplikasyonu olan
metabolik bir hastaliktir. Bu c¢alismamizda, inflamatuar yanit olusturan bakteriyel
endotoksinlerden LPS'nin 3T3-L1 hiicrelerinde diferensiyasyon tizerine etkisini ve bu etkiye NO
ve Rho/ROCK yolaginin katkisini arastirmay1 amacladik. Yontem: Preadipositlerin adipositlere
diferensiyasyonu icin fibroblast kokenli 3T3-L1 hiicreleri kullanildi. 24 kuyucuklu pleytlere
20.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve standart preadiposit diferensiyasyon protokolii
uygulandi. Diferensiyasyonun indiiklenmesi icin protokoliin 0-2. giinii 0.25 pM deksametazon,
0.5mM izobutilmetilksantin ve 1uM insiilin iceren %10FBS/DMEM uygulandi. Protokoliin 2-4.
giinleri 1pM insiilin iceren %10 FBS/DMEM uygulandi. 4-8. giin ise kuyucuklara sadece %10
FBS/DMEM konuldu. Inkiibasyon 8. giine kadar siirdiiriildii. Diferensiyasyon protokoliiniin belirli
zaman noktalarinda (0-2, 2-4, 4-8, 0-8. glinler) bakteriyel LPS (10-100 ng/ml), L-NAME (2-5x10-*
M) varliginda ya da yoklugunda uygulandi. Diferensiyasyon, 8’inci glinde Oil Red-O boyamasi ile
degerlendirildi. LPS'nin iNOS ve Rho/Rho-kinaz ekspresyonlari tizerine etkileri de Western-blot
analizi ile degerlendirildi. Ayrica, kiiltliir ortaminda nitrit diizeyleri, LPS ve L-NAME varliginda
Griess yontemi ile olc¢iildii. Bulgular: LPS uygulamasi, 0-2. giin disindaki zaman araliklarinda
diferensiyasyonu anlaml bir sekilde baskiladi. L-NAME 6n uygulamasi, bu siipresyonu ortadan
kaldirmadi ancak tek basina L-NAME, 0-2. glin disinda tiim zaman araliklarinda diferensiyasyonu
stprese etti. LPS hem iNOS hem de ROCK-2 ekspresyonunu arttirdi. LPS’nin ROCK ekspresyonunu
arttiricl etkisi L-NAME tarafindan degistirilmedi. L-NAME tek basina uygulandiginda LPS’ye
benzer sekilde ROCK-2 ekspresyonunu arttirdi. Sonug: Bir bakteriyel endotoksin olan LPS, 3T3-
L1 hiicrelerinde diferensiyasyonu baskilamaktadir. Bu etkiye NO degil ancak onun disindaki bir
inflamatuar mediyatér(ler) aracilik edebilir. Ayrica LPS, Rho/ROCK bagimli bir mekanizma ile
preadiposit diferensiyasyonunu siiprese edebilir.
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Bakteriyel lipopolisakkaridin etkisi

Effect of the bacterial lipopolysaccharide on preadipocyte
differentiation: possible contribution of the NO and Rho-Kinase

Abstract

Aim: Differentiation of preadipocytes is one of important steps for the adipogenesis. Adipogenesis
is a metabolic disorder that accompanied by low grade inflammation and posses a lot of
complications. We aimed to investigate effect of the LPS which one of the inflammatory response
generating endotoxins on differentiation of 3T3-L1 cells and contribution of NO and Rho/ROCK
pathways to this effect. Method: Fibroblast origin 3T3-L1 cells used for the differentiation of
preadipocytes to adipocytes. Seeding was performed as 20000 cells on the every well of 24well
plates and standard preadipocyte differentiation protocol was applied. In order to inducing
differentiation, 0.25 pM dexamethasone, 0.5 mM izobuthylmethylxhantine and 1uM insulin
containing 10% FBS/DMEM treated at 0-2th days. Cells treated with 10% FBS/DMEM containing
1pM insulin on 2-4t days of the protocol. 10% FBS/DMEM alone applied to wells at 4-8t days.
Incubation was maintained until 8t day. LPS (10, 100 ng/ml) treatment was performed with or
without L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl esther, 2 and 5x10-* M) on certain time points (0-2,
2-4, 4-8, 0-8th days) of the differentiation protocol. Differentiation evaluated with Oil Red-O
staining method performed at 8th day. Effect of the LPS on iNOS and Rho/Rho-kinase enzyme
expressions was evaluated with Western Blot analysis. Besides nitrite levels in cell culture media
was measured with Griess method on the presence of LPS and L-NAME. Results: LPS treatment
on 3T3-L1 cell culture is significantly supressed the differentiation time points except 0-2t days.
In spite of the pretreatment of the cells with L-NAME did not any effect on the differentiation
suppression produced by LPS, L-NAME treatment significantly supressing the differentiation
every time points except 0-2th days. LPS increased both iNOS and ROCK-2 expression. ROCK
expression increasing effect of the LPS did not changed by the L-NAME treatment. When treated
alone, L-NAME increased the ROCK-2 expression in a similar vein. Conclusion: LPS which is
bacterial endotoxin, supressed the differentiation of 3T3-L1 cells. This effect could mediated by
inflammatory mediator(s) other than NO. Besides, LPS could supressed the preadipocyte
differentiation by a Rho/ROCK dependent mechanism.
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Giris Obez kemirgenlerde yag dokudan
TNF-a (tiimor nekroz faktor-a) salindigi? ve

Evrimsel olarak kithk dénemlerinde bu adipokinin nétralize edilmesinin insiilin

insanin hayatta kalmasina yardimci bir
mekanizma olan ve alinan enerjinin
harcanan enerjiden fazla olmasi1 durumunda
fazla enerjinin lipid depolarda depolanmasi
sonucu olusan obezite, son donemde en 6nde
gelen kiiresel saghk sorunu haline
gelmistir.12 Diinya Saghik Orgiitii verilerine
gore diinya genelinde fazla kilolu insan sayisi
1.9 milyar ve bunlarin da 600 milyonu
obezdir. Obezite prevalanst 1980-2014
yillar1 arasinda 2 kattan fazla artmistir.3
Obezite, beklenen yasam stiresini kisaltan en
onemli etkenlerden birisidir (kadinlar icin
5.8 yil, erkekler icin 7.1 yil).%#5> Amerika
Birlesik Devletleri'nde her ii¢ yetiskinden
ikisi fazla kilolu ya da obez ve 20 yetiskinden
birisi de asir1 obezdir.¢
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direncini diizelttiginin bulunmasi8 ile birlikte
obezitenin inflamatuar boyutu olabilecegi
diistiniilmeye baslanmistir. Buna ek olarak,
yag dokudan kaynaklanan disiik dizeyli
kronik inflamasyonun insiilin direnci ve
metabolik sendroma yol actig
gosterilmistir.? Saghkl erigkinlerde yag
dokusunda bulunan makrofajlarin yiizdesi
%10 civarindayken, bu oran obez bireylerde
%40-50’ye kadar ¢ikabilir.10

Hiicresel diizeyde
degerlendirildiginde obezitenin
mekanizmalarindan  birisi  var  olan
adipositlerin hacimlerinin artisina ek olarak
yag dokusu stromal vaskiler
fraksiyonundaki mezensimal hiicrelerin
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diferensiye olarak olgun adipositlere
doniistimiidiir.!1 Preadipositlerin
diferensiyasyon siirecine karisan
mekanizmalarin net olarak ortaya konmasi,
diferensiyasyonun inhibe edilerek viicuttaki
adiposit  sayisinin sinirlandirilmasina
yardimcit  olabilecek yeni  yaklasimlar
gelistirilmesini olas1 kilacaktir.

Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili
calismalarda kullanilmakta olan hiicre
hatlarindan 3T3-L1 hiicreleri en kapsamli
sekilde tanimlanmis ve adipositlerle ilgili
diferensiyasyon c¢alismalarinda en yaygin
kullanilan hiicrelerdendir.12 3T3-L1
hiicreleri uygun diferensiyasyon
indiikleyicileri ile standardize bir
diferensiyasyon stirecinin ardindan yapisal
ve biyokimyasal olarak in situ adiposit
benzeri homojen olgun adiposit hiicre
populasyonu olusturmalari nedeni ile tercih
edilmektedir.13

NO 1ii¢ farklh NO sentaz (NOS)
izoformu tarafindan sentezlenir. Noéronal
NOS (nNOS, NOS1) ve endotelyal NOS (eNOS,
NOS3) yapisaldir ve intraselliller Ca2*
konsantrasyonlarini arttiran uyarilardan
sonra pikomolar diizeyde NO iretirler.
Indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS2) Caz*dan
bagimsizdir; sitokinler ve bakteriyel LPS gibi
etkenlerce indiiksiyon sonrasi makrofajlar
ve diger bircok cekirdekli hiicreler
tarafindan eksprese edilir.14 iNOS
indiiklendiginde yapisal NOS izoformlarina
gore cok daha bliyiik miktarda ve daha uzun
sireli NO salinimina neden olur.’> LPS,
interferon-gamma (IFN-y), TNF-a,
interlokin-1 (IL-1) gibi uyaranlara karsi
konagin bir savunma cevabi olarak yiiksek
miktarlarda eksprese edilmektedir.

Visseral obezitede saptanan diisiik
dereceli  kronik inflamasyonun iNOS
enziminin  indiiksiyonuna  yol  actigl
gosterilmistir.16 Ayrica endotoksemi
sirasinda iNOS  ekspresyonunun ana
kaynaginin yag dokusu oldugu
bildirilmistir.17

Bununla birlikte, adiposit
diferensiyasyonu tizerine NO etkileri ile ilgili
sonuglar tartismalidir. NO’in primer sigcan
kahverengi yag doku preadipositlerinin ve
sican beyaz yag doku preadipositlerinin
diferensiyasyonunu stimiile ettigi!s, 3T3-L1
preadipositlerinde ise diferensiyasyonu
sliprese ettigi gosterilmistir.! Ayrica, iNOS
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enziminin kronik inflamasyonda
adipogenezisi stimiile ettigi gosterilmistir.
Bunun yani sira NO'in lipolizi stimiile ettigini
gosteren calismalar da bulunmaktadir.20.21

Fazla yaghh diyet ile beslenmenin
barsaktaki gram (-) bakterilerden koken alan
LPS kan diizeylerini arttirdig
gosterilmistir.22 Bu tarz beslenme bagirsakta
mukozal inflamasyona ve sonucunda
permeabilite artisina neden olarak LPS'nin
emiliminde artisa ve sonuc¢ta metabolik
endotoksemi denilen duruma yol
acmaktadir.23  Metabolik  endotoksemi
saglikli bireylerde LPS kan diizeylerinin 2-3
kat fazla olmasi ile karakterizedir.2425
LPS’nin hem makrofajlarin M2 fenotipinden
M1 fenotipine gecisi ile hem de kaspaz
4/5/11 aktivasyonu ve sonugta piroptoz
denilen inflamatuar apoptotik bir siirece yol
acarak obezitedeki disiik diizeyli kronik
inflamasyona katildig1 ve metabolik sendrom
ve instlin direnci ile iligkili oldugu o6ne
stirilmustiir.22

Bunun yani sira iNOS indiiksiyonu
yaptig1 bircok calisma ile ortaya konmus olan
LPS, NF-kB yolagim1 da aktive ederek
inflamasyonda onemli rol oynamaktadir.26
RAW264.7 kemirgen makrofaj hiicrelerinde
LPS'nin NF-kB yolagini aktive ederek iNOS
indiiksiyonu yaptigl gosterilmigtir.27
Bununla birlikte, LPS tarafindan yapilan NF-
kB indiiksiyonu icin Rho proteinlerinin kritik
onemde oldugu gosterilmistir.28 Bir baska
calismada LPS’nin rat mezenterik
arterlerinde RhoA’nin alt efektorlerinden
ROCK-2’nin ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir.2? Kardiyovaskiiler sistemde
vazodilator, antiagregan ve antiproliferatif
etkili NO ile vazokonstriksiyon ve vaskiiler
diiz kas proliferasyonuna karisan Rho/Rho-
kinaz yolag1 arasinda antagonistik iliski
oldugu disiiniilmekle beraber, diger hiicre
ve dokularda bu antagonistik iliskiyi
diisiindiirmekten ziyade farkli
yorumlanabilecek sonuglar da ortaya
konulmus olmasi3031 halen NO ve Rho/Rho-
kinaz yolag1 arasindaki iliskinin tam olarak
aydinlatilmadigini diisiindiirmektedir.
Ornegin endotoksemi, kronik inflamasyon ve
diyabet gibi patolojik sartlarda yiiksek
konsantrasyonlarda saliverilen NO ile
Rho/Rho-kinaz yolag1 arasindaki iliskinin
detaylari ¢ok net bilinmemektedir.
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AGC ailesi iiyesi bir serin/treonin
protein kinaz olan Rho-kinaz'in (ROCK)
baslica iki izoformu bulunmaktadir: ROK3/
Rho-kinaz B/ pl160ROCK olarak bilinen
ROCK 1 ve ROKa/ Rho-kinaz a olarak bilinen
ROCK-2.32 Her iki izoform bircok dokuda
yaygin olarak eksprese edilse de olgun
adipositlerde ROCK-2'nin eksprese edildigi
gosterilmistir.33 3T3-L1 preadipositlerinde
yapilan bir calismada non selektif ROCK
inhibitori Y-27632 uygulamasinin
adipogenezi arttirdig1 bulunmustur. Buna ek
olarak Y-27632, RhoA aktivatori
lizofosfatidik asit tarafindan olusturulan
adipogenez inhibisyonunu ortadan
kaldirmistir.34 Ancak ilging olarak farelerde
fazla yagh diyetle beslenmenin Rho-kinaz
aktivitesini arttiginin gosterilmesi,
metabolik endotoksemide go6zlenen LPS

diizeylerindeki artis ile birlikte
yorumlandiginda LPS'nin Rho-kinaz
lizerinden etki gosteriyor olabilecegini akla
getirmektedir.

Bu nedenle, bu calismanin amaci
inflamatuar yanit olusturan bakteriyel
endotoksinlerden LPS’'nin 3T3-L1
hiicrelerinde  diferensiyasyon  ilizerine
etkisini incelemekti. Ayrica eger varsa bu
etkiye NO ve Rho/ROCK yolaginin katkisini
arastirmakti. Bu amagla, preadiposit bir
hiicre hatti olan 3T3-L1 hiicrelerinde LPS’nin
diferensiyasyona olan etkisi incelendi. Ayrica
iNOS ve Rho-kinaz enzim diizeyleri western
blot analizi ile, kiiltiir ortamindaki nitrit
diizeyleri de  Griess  yontemi ile
degerlendirildi.

Yontem

Bu ¢alisma icin Mersin Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(04.12.2008 tarih, 2008/39 sayi) onay1
alinmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalari

Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili
olarak yapilan bu ¢alismada Amerikan Tip
Hiicre Koleksiyonundan (ATCC-CL-173) 1 ml
vial icerisinde dondurulmus olarak satin
alinan 3T3-L1 hiicre hatt1 kullanildi. 3T3-L1
hiicreleri 37°C’de sicak su banyosu icerisinde
1-2 dk. icerisinde ¢ozdiirtldii ve ardindan 15
ml hacmindeki tiipe alinarak iizerine
lreticinin  talimatlarina uygun olarak
hazirlanan ve 37°C sicakliktaki komplete
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medyum [%10 buzagi serumu, %1 glutamin,
%1 penisilin/streptomisin iceren
Dulbecco’'nun modifiye Eagle medyumu
(DMEM)] konulup 15 ml'ye tamamlandu.
Ardindan, 37°C sicaklikta 1800 g'de 10
dakika stiresince santrifiijlendi. Santrifiijjden
sonra slipernatant dokiildii. Alttaki pelletin
lizerine 4-6 ml hacminde komplete medyum
eklenip pipetaj yapilarak hiicrelerin
homojen bir sekilde karigsmasi saglandi.
Ardindan hiicreler icinde 4 ml komplete
medyum bulunan 25 ml hacmindeki flasklara
ekim yapilarak inkiibatore kaldirildi. CO:
konsantrasyonu %5 olan inkiibatorde 37°C
ortam sicakligindaki 25 ml flask icerisinde
pH degeri 7.0-7.4 olan %10 FBS, %1l
Penisilin, %1 Streptomisin ve %1 L-Glutamin
iceren DMEM icerisinde pasajlandu.

Inkiibatérdeki hiicrelerin medyumu
giin asir1 degistirildi. Bu esnada flasklar
inverted mikroskopta incelenerek hiicre
yogunlugu  degerlendirildi. = Hiicrelerin
yogunlugu flask tabaninin %70-80’ine
ulastifinda pasajlama yapildi. Flasklar PBS
tamponu ile yikanip tizerine 1-1.5 ml kadar
tripsin eklenerek bes dakika siire ile 37°C
inkiibatorde inkiibe edildi. Bes dakika sonra
flasklar inverted mikroskopta incelenerek
hiicrelerin  flask  tabanindan tlimiiyle
ayrildigindan emin olunduktan sonra pipetaj
yapilarak hiicreler 15 ml'lik tiipe aktarildi.
Tupteki hiicrelerin tizeri PBS tamponu ile 13-
14 ml hacme tamamlandi ve 37°C sicaklikta
1800 g'de 10 dk. siiresince santrifiijlendi.
Santrifiijden alinan tiipteki siipernatant
dokildi ve dipteki pelletin tizeri komplete
medyum ile tamamlandi ve 1:3 oraninda
pasaj yapildi. Pasajlama sonrasi flasklardaki
hiicrelerin medyumlar giin asir1 degistirildi.
Hiicreler %70-80 konfluent olduklarinda
tripsinizasyon yapilarak pasajlandu.
Pasajlama sirasinda diferensiyasyon
deneyleri i¢in gereken miktar disindaki
hiicreler 1 ml hacminde viallerde -80°C derin
dondurucuda saklandi.

3T3-L1 preadiposit diferensiyasyon protokolii

Hiicre saymminin ardindan 24
kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna
20.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildu.
Her bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonlari
komplete medyum [%10 buzagi serumu (calf
serum /CS), %1 Penisilin/streptomisin ve
%1 glutamin iceren DMEM] ile 1 ml hacme
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tamamlandi. Medyum degisimi gilinasiri
yapildi. Flasklardaki hiicrelerin yogunlugu
inverted mikroskopta izlendi. Hiicrelerin
tam konfluent olduklari giin -2. giin kabul
edildi. Hiicreler buzagl serumu iceren
komplete medyumda 2 giin daha bekletildi.
Postkonfluent 2. gilin diferensiyasyon
protokoliiniin 0. giinii olarak kabul edildi.
Deney protokoliiniin 0-2. giinii adiposit
diferensiyasyonunun indiiklenmesi icin
kuyucuklardaki  hiicrelere  0.25 uM
deksametazon, 0.5 mM IBMX ve 1uM insiilin
iceren %10 FBS/DMEM uygulandi. 2 giin
sonra kuyucuklardaki hiicrelere 1pM insiilin
iceren %10 FBS/DMEM uygulandi (2-4. glin).
Deney protokoliiniin 4. giinii kuyucuklara
%10 FBS iceren komplete medyum konuldu.
Ginasirt  medyum degisimi yapilarak
inkiibasyon 8. gline kadar siirdiirtildi (4-8.
giin). Diferensiyasyon protokoliiniin 8.

glniinde deney sonlandirilarak
kuyucuklardaki hiicrelere Oil Red-O boyama
yapilarak adiposit diferensiyasyonu
degerlendirildi.

0Oil Red-0 ¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi

0.7 gr Oil Red-O 200 ml izopropanol
icerisinde c¢ozildi. 1 gece +4°C sicaklikta
bekletildi. Ertesi giin 0.22 pm membran
filtresinden gecirildi ve +4°C’de bekletildi.
Oil Red-O stok soliisyonu kullanilacag:
zaman 6 birim stok soliisyon 4 birim dH0 ile
karistirllarak 20 dakika oda sicakliginda
bekletilip 0.22 pm membran filtresinden
gecirilerek kullanildi.

oil Red-0 boyama ile adiposit
diferensiyasyonunun degerlendirilmesi
Adiposit diferensiyasyon
protokoliiniin 8. giintinde deney
sonlandirildi.  Kuyucuklardaki medyum
bosaltilip %10’luk formalin eklenerek bes
dakika bekletildi. Ardindan kuyucuklardaki
formalin taze formalin ile degistirildi.
Hiicreler oda sicakliginda formalin icerisinde
bir saat inkiibe edildi. Kuyucuklardaki
formalin bosaltiip kuyucuklar %60’lik
izopropanol ile yikandi. Yikamadan sonra
kuyucuklar dikkatlice bosaltilarak pleytler
iyice kurutuldu. Her kuyucuga 200 pl Oil
Red-O c¢alisma soliisyonu konuldu ve 10
dakika inkiibe edildi. Ardindan Oil Red-O
soliisyonu hizlica bosaltilarak kuyucuklar
dort kez dH;0 ile yikandi. Bu asamada
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pleytler inverted mikroskopta goriintiilendi.
Ardindan kuyucuklar bosaltilarak iyice
kurutuldu. Boyanmis hiicrelerden Oil Red-O
soliisyonunu aciga ¢cikarmak icin
kuyucuklara %100 izopropanol konuldu.
Pleytler 10 dakika siliresince doner
calkalayicida 1000 rpm  hizda, oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde birka¢ kez pipetaj
yapilarak her kuyucuktan 200 pl 96’lik eliza
pleytlerine aktarildi. ELISA okuyucu cihazda
490 nm optik adsorbansta 6l¢iim yapildi.

Western Blot yéntemi

3T3-L1 hiicrelerinin bulundugu 25
cm?lik flasklar bir kez dikkatlice PBS ile
yikanarak flasklara RIPA lizis tamponu
(25mM TriseHCl pH 7,6, 150mM NaCl, 1%
NP-40, 1% sodyum deoksikolat, %0.1 SDS)
eklenerek +4°C’de bes dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde kazima yapilarak elde
edilen homojenatlar 1 ml’lik viallerde 200
g'de +4 °Cde 10 dakika santrifiijlendi.
Ardindan siipernatant alindi. Her tiipteki
slipernatanttan 10 pl alinarak Bradford
yontemi ile protein tayini yapildi. Her
kuyucukta 150 pl protein olacak sekilde
poliakrilamid jeldeki kuyucuklara
yuklenerek elektroforez yapildi Ardindan
gece boyunca +4°C sicaklikta blotlama
yapilarak poliakrilamid jeldeki bantlarin
PVDF membrana transferi gergeklestirildi.
Membranlar %?2’lik Tween-20 ve yagsiz siit
tozu iceren Tris solisyonu (TBS-T) ile
dairesel  calkalayicida  diisik  hizda
calkalanarak bir saat bloklandi. ROCK-2
primer antikoru (1:500) ile +4°C sicaklikta
dairesel calkalayicida diisiik hizda iki saat
inkiibe edildi. Ardindan membranlar TBS-T
soliisyonu ile ii¢ defa 10’ar dakika yikanarak
baglanmamis primer antikor uzaklastirildi.
Membranlar HRP (horseradish peroxidase)
bagh sekonder antikor (1:2.000) ile bir saat
inkiibe edildi. Ardindan membranlar 3 kez
10’ar dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi ve
karanlik odada ECL (enhanced
chemiluminescence) Plus Kit goriintiileme
solisyonu ile 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde goriintilleme
solisyonu alinarak membranlar karanlik
odada medikal rontgen filme basilarak
goriintiilendi.
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Nitrit 6l¢iimii:

Griess metodu ile nitrit 6l¢limi icin
bir eliza pleytinin yan yana ilk iki
kuyucuguna 200 pl 1x reajan dillienti
eklendi. Ardindan 50pl nitrit standard1 1-7
yan yana kuyucuklara duplike olarak
eklendi. 50pl 1x reajan diliienti sifir standart
olarak yan yana iki kuyucuga eklendi ve
sirayla kuyucuklara 50 pl o6rnek eklendi.
Blank kuyucuklari disindaki tlim
kuyucuklara 50 pl Griess reajani [ eklendi.
Ardindan blank disindaki tiim kuyucuklara
50 ul Griess reajani II eklendi ve iyice
karistirildi. Pleyt oda sicakliginda 10 dakika
sliresince inkiibe edildi ve eliza okuyucuda
540 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii.
Istatistiksel analiz

Diferensiyasyon kolorimetrik olarak

degerlendirildi ve veriler ortalama #
LPS velveya L-NAME
0.8 0-2. Giin
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Bakteriyel lipopolisakkaridin etkisi

standart hata olarak ifade edildi. Western
Blot teknigi ile elde edilen bantlarin analizi
icin Scion Image programindan faydalanildi.
Istatistiksel degerlendirme igcin ANOVA'y1
takiben Dunnet veya Bonferroni post-hoc
testi kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamli
kabul edildi.

Bulgular

1. LPS, L-NAME ve bunlarin kombinasyonunun
diferensiyasyon tizerine etkisi

1.1. 0-2. Giin: Diferensiyasyon siirecinin 0-2.
giiniinde hiicre kiiltiir ortamina eklenen LPS
(10, 100 ng/ml, n=4) ve L-NAME (2x10-* ve
5x10+ M) diferensiyasyonu etkilemedi.
Bunlarin birlikte uygulanmasi da
diferensiyasyona etki yapmadi (Sekil 1.).

Kontrol

LPS 10 ng/ml

LPS 100 ng/ml

LPS10 ng/ml+L-NAME 2x10°'M
LPS 100 ng/m+L-NAME 2x10"M
LPS10 ng/ml+L-NAME 5x10*M
LPS 100 ng/mi+L-NAME 5x10"*M
L-NAME 2x10"*M

L-NAME 5x10"*M

Sekil 1. 0-2. glin L-NAME varhiginda ya da yoklugunda LPS uygulamasinin diferensiyasyon lizerine

etkisi (n=4)

1.2. 0-4. Giin: Diferensiyasyon protokoliiniin
0-4. giiniinde hiicre kiiltliir ortamina eklenen
LPS (10, 100 ng/ml, n=4) adiposit
diferensiyasyonunu anlaml olarak azaltti. L-
NAME (2x10-*ve 5x10-4 M) 6n uygulamasi bu
etkiyi degistirmedi. L-NAME’nin tek basina
uygulanmasi da LPS gibi diferensiyasyonu
anlamli olarak siiprese etti (Sekil 2.).
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1.3. 4-8. Giin: Diferensiyasyon siirecinin 4-8.
giinlinde hiicre kultiir ortamina eklenen LPS
(10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit
diferensiyasyonunu anlaml olarak azaltti, L-
NAME (2x10-*ve 5x10-4 M) 6n uygulamasi bu
etkiyi degistirmedi. Tek basina L-NAME
(2x10+ ve 5x10* M) LPS gibi
diferensiyasyonu anlaml olarak siiprese etti
(Sekil 3.).
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Kontrol
LPS 10 ng/ml
LPS 100 ng/ml

LPS 10 ng/mi+L-NAME 2x10™* M
LPS 100 ng/mi+L-NAME 2x10** M
LPS 10 ng/mi+L-NAME 5x10™* M
LPS 100 ng/mi+L-NAME 5x10™* M
L-NAME 2x10* M

L-NAME 5x10"*M

Sekil 2. 0-4. giin L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS uygulamasinin diferensiyasyon

lizerine etkisi (*: p<0.05).

LPS velveya L-NAME
Ly #8.6Un == Kontrol
== LPS 10 ng/ml
x 0.81 *x  k *
= LR 1 LPS 100 ng/ml
[§) 'I' - T %244 4
X ? § ] T LPS 10 ng/mi+L-NAME 2x10 M
> Ml 44 LPS 100 ng/mi+L-NAME 2x10°* M
S 0.4 94 LPS 10 ng/mH+L-NAME 5x10* M
2044
g % T LPS 100 ng/mi+L-NAME 5x10* M
9924
oM | 4 L-NAME 2x10“ M
i 9 @ | .NAME 510 M
0.04 7/ & 2424

Sekil 3. 4-8. giin L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS uygulamasinin diferensiyasyon

lizerine etkisi (*: p<0.05).

1.4. 0-8. Giin: Diferensiyasyon siirecinin 0-8.
glinli boyunca hiicre kiiltiir ortamina eklenen
LPS (10, 100 ng/ml, n=4), preadiposit
diferensiyasyonunu anlaml olarak azaltti, L-

NAME 6n uygulamasi bu etkiyi degistirmedi.
Tek basina L-NAME (2x10-4 ve 5x10-* M), LPS
gibi diferensiyasyonu anlamli olarak siiprese
etti (Sekil 4.).

LPS velveya L-NAME
1.0~ 0-8.Giin
mm Kontrol
- LPS 10 ng/ml
sl . . =
8 T iE e * T = LPS 100 ng/ml
2oc{l | i | T LPS 10 ng/mi+L-NAME 2x10* M
..... 204/
2 i 7 | LPS 100 ng/mI+LNAME 2x10** M
222/
S04l | A LPS 10 ng/mI+L-NAME 5x10“ M
3 i 77§ £ LPS 100 ng/mi+L-NAME 5x10* M
0 724
0.2 7 | L-NAME 2x10°* M
) b mm LNAMESKI0'M
0.0~ Rk

Sekil 4. 0-8. glin L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS uygulamasinin diferensiyasyon

lizerine etkisi (*: p<0.05)
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2. LPS ve L-NAME'nin 3T3-L1 hiicrelerinin
kiiltiir ortamindaki nitrit diizeyleri lizerine
etkisi

Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin
post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 10 ve 100
ng/ml konsantrasyonda belirli zaman
araliklarinda (0-2, 0-4 ya da 0-8 giin
boyunca) uygulanmasi kiltlir ortaminda
nitrit diizeylerinde belirgin bir degisiklik
yapmadi. Ayrica L-NAME (2x10-4 ve 5x10-

Bakteriyel lipopolisakkaridin etkisi

M) o6n uygulamasi da ortamdaki nitrit
diizeyini etkilemedi (Sekil 5).

3. LPS’nin 3T3-L1 hiicrelerinde iNOS enzim
ekspresyonu tizerine etkisi

8 glin boyunca uygulanan LPS (10,
100 ng/ml) 3T3-L1 hiicrelerinde iNOS
ekspresyonlarini anlaml olarak artirdi. Bu
artis konsantrasyon-bagiml degildi (Sekil6).

A.
25+
mm  Kontrol
I 20+ = LPS 10 ng/ml
E 1 LPS 100 ng/ml
3 151 7 = L-NAME 2X10** M+ LPS 10 ng/ml
o R
T | T g= % e | -NAME 2X10™* M+ LPS 100 ng/ml
= d BARR
z 10 % L-NAME 5X10°* M+ LPS 10 ng/ml
© %%
< %4 L-NAME 5X10°* M+ LPS 100 ng/ml
51 %34
%34 22 |-NAME 2X10*M
0 %%
B.
150+ = Kontrol
= LPS 10 ng/ml
= — LPS 100 ng/ml
g 1004 % L-NAME 2X10* M+ LPS 10 ng/m!
2 % @@ L-NAME 2X10"* M+ LPS 100 ng/ml
44
£ gggg L-NAME 5X10°* M+ LPS 10 ng/ml
z o % 72 |-NAME 5X10* M+ LPS 100 ng/ml
r— - 2447
E %4 = L-NAME 2X10“M
= %5%9 4
%% B3 |-NAME 5X10* M
%
04 %4
C.
100+ mm  Kontrol
= LPS 10 ng/ml
< 80- — LPS 100 ng/ml
e L-NAME 2X10** M+ LPS 10 ng/ml
i 604 =@ |-NAME 2X10* M+ LPS 100 ng/ml
= L-NAME 5X10** M+ LPS 10 ng/ml
z 407 vy L-NAME 5X10* M+ LPS 100 ng/ml
g % == L-NAME 2X10*M
= 2 7 B3 | NAME 5X10*M
%%
0- L 2224

Sekil 5. L-NAME ve LPS'nin belirli zaman araliklarinda (A. 0-2 giin boyunca, B. 0-4 giin boyunca,
C. 0-8 giin boyunca) birlikte ya da ayr1 ayr1 uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinin kiiltiir
ortamindaki nitrit/nitrat diizeyleri lizerine etkisi.
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[JKontrol
LPS 10 ng/ml
B LPS 100 ng/ml

Sekil 6. LPS'nin 3T3-L1 hiicrelerinde iNOS enzim ekspresyonu {izerine etkisi (**: P<0.01).

4. LPS ve L-NAME’nin ROCK-2 enzim
ekspresyonu tizerine etkisi

LPS (10, 100 ng/ml), 3T3-L1
hiicrelerinde ROCK-2 enzim up-
regiilasyonuna neden oldu (Sekil 7.A). Non-
spesifik NOS inhibitori L-NAME (2x10-4 M),
LPS’nin ROCK-2 enzim ekspresyonu iizerine
olan etkisini degistirmedi. Tek basina L-
NAME uygulamasi da ROCK-2
ekspresyonunda anlaml bir artis olusturdu
(Sekil 7.A). Benzer sekilde daha yiiksek
konsantrasyonda uygulanan LPS (100
ng/ml) de ROCK-2 ekspresyonunu anlaml
olarak artirirken yine L-NAME, bu artis
lizerine etkisiz bulundu. Ayrica L-NAME tek
basina ROCK-2 ekspresyonunu anlamli
olarak artird1 (Sekil 7.B).

Tartisma

Bu calisma obezite gelisiminde temel
mekanizmalardan birisi olan stromal
vaskiiler fraksiyondaki preadipositlerden
yeni yag hiicreleri olusumunu saglayan
preadiposit diferensiyasyonu lizerine cesitli
calismalarda obez Dbireylerde yiiksek
diizeylerde bulundugu gosterilmis olan
LPS’nin etkisini gdstermek ve olusan etkinin
LPS tarafindan indiiklendigi bilinen iNOS ile
iliskisini ortaya koymak amac ile yapildi.
Bunun yani sira adiposit diferensiyasyonu
sirasinda LPS ile Rho/ROCK yolag
arasindaki iliski de degerlendirildi.

Mersin Univ Saglik Bilim Derg 2019;12(2)

Calismamizda farkl zaman
araliklarinda 3T3-L1 hiicre kiiltliir ortamina
uygulanan LPS'nin 0-2. giin disinda tim
zaman araliklarinda preadiposit
diferensiyasyonunu anlamli bir sekilde
baskiladigini  gosterdik. LPS tarafindan
diferensiyasyonda olusturulan baskilanma
non spesifik NOS inhibitéori L-NAME
tarafindan geri dondiiriilemedi. L-NAME tek
basina uygulandiginda LPS’ye benzer bir
bicimde diferensiyasyonda anlamh bir
azalmaya yol acti. Bu iki bulgu bir arada
degerlendirildiginde aydinlatilmaya muhtag
goriinmektedir. Cesitli calismalarda iNOS
indiiksiyonu yaptig1 gosterilmis inflamatuar
bir etken olan LPSnin etkisinin iNOS
inhibisyonu yapan L-NAME tarafindan
degistirilememesi akla LPS'nin
diferensiyasyon iizerine etkisini iNOS
indiksiyonu disinda bir yolla yapiyor
olabilecegini getirmektedir. Bunun yanisira
L-NAME'in tek basina uygulandiginda LPS’ye
benzer bir tarzda diferensiyasyonu siiprese
etmesi durumu daha ilging bir hale
getirmektedir. Bu bulgu 3T3-L1 hiicrelerinde
bazal bir NOS aktivitesi oldugunu gosteriyor
olabilir. Nitekim cesitli calismalarda yag
dokuda eNOS ve iNOS izoformlarinin
eksprese edildigi gosterilmig3>36 ve buna ek
olarak 3T3-L1 preadipositlerinde
diferensiyasyon siireci sirasinda eNOS
ekspresyonu ortaya konulmustur.3?” Buna
gore non spesifik NOS inhibitérii L-NAME,
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3T3-L1 hiicrelerindeki  bazal eNOS
aktivitesini inhibe ederek etki gosteriyor
olabilir. Ancak, bu durum daha c¢ok

arastirmaya gerek duyuyor gibi
goriinmektedir.
Western blot deneylerinde

bakteriyel bir endotoksin olan LPS’nin 3T3-
L1 hiicre kiiltiir ortamina uygulandiginda
iNOS enzim ekspresyonlarini arttirdigini
gosterdik. Bu bulgu literatiirle uyumlu ve
beklendigi gibidir. Ancak, LPS iNOS enzim
ekspresyonlarini arttirmasina ragmen Griess
metodu ile yapilan odl¢ctimlerde nitrit/nitrat
diizeylerini artirmadi. Bu ilk bakista celiskili
gibi goriinen bir durumdur. Ciinkii iNOS
enzim ekspresyonundaki artisin total
nitrit/nitrat diizeylerinde artisa neden
olacag1 disiiniilebilir. Ancak, literatiir
degerlendirildiginde durumun biraz daha
karmasik olabilecegi goriilecektir. Yakin
zamanda inflamatuar bir durum olan
periodontitli hastalarda nitrit/nitrat
diizeylerinin belirgin bir sekilde azaldigi
gosterilmistir.3®  Ayrica multipl apikal
periodontitli ratlarda NO ekspresyonu
belirgin sekilde artmasina karsin serum NO
diizeylerinin azaldigl gosterilmistir.3® LPS
tarafindan yapilan iNOS indiiksiyonunun

A.
Yée
&
v @3'
x
e & ¥
VvV
ROCK-2 —> s s,
Aktin —> ———
ROCK-2 Ekspresyonu
15
JIKontrol
T i I (PS 10 ng/ml
§§ 10 3 LPS 10 ng/mi+L-NAME 2X10°M
&3 B8 [-NAME 2X10° M
xX
=0
82 0s
00
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mekanizmasi 6nce LPS'nin TNF-q, IL-1, IL-6,
interferon y gibi inflamatuar mediyatorlerin
salinimini indiiklemesi ve bu mediyatorlerin
de kombine bir etki ile iNOS indiiksiyonu
yapmasl gibi goriinmektedir.#0. Yapilan bir
calismada adipositlerde LPS tek basina
uygulandiginda iNOS enzim ekspresyonunu
attirmasina ragmen, nitrit/nitrat
diizeylerinde  anlamh  bir  degisiklik
yapmadigl ancak IL-1, IL-6 ve TNF-a ile
kombine olarak uygulandiginda nitrit/nitrat
diizeylerinde belirgin artisa yol actif1
gosterilmistir.l? Bu bulgu, c¢alismamizda
gosterdigimiz veriler ile uyumludur. Bunun
yani sira, diger ¢alismalar olgun adipositler
tizerinde yapimistir ancak calismamizda
LPS  fibroblastlarin  sonunda  olgun
adipositlere dontstiigli dinamik bir siireg¢
olan diferensiyasyon sirasinda farkli zaman
noktalarinda uygulanmistir. Ayrica ortamda
TNF-a ve IL-1, IL-6 ve interferon y gibi
proinflamatuar etkenlerin yoklugunda LPS
uygulamasit  yapilmistir. Bu  etkenler
degerlendirildiginde LPS’nin iNOS
proteininin ekspresyonunda up-regiilasyon
yapmasina ragmen nitrit/nitrat
diizeylerinde degisiklik olmamasi
anlasilabilir olmaktadir.

&
Q
Y
9 o_;‘\"\?
¢ F &V
ROCK-2 —> == =i t=

ROCK-2 Ekspresyonu

o

[ Kontrol
I LPS 100 ng/ml

o

g L-NAME 2X10°*M

Optik Dansite
(ROCK-2/Aktin)

o

o

0.0

Sekil 7. 2x10-*M L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS’nin (10 ng/ml) (Sekil 7.A) ve100
ng/ml) (Sekil 7.B) 3T3-L1 hiicrelerinde ROCK-2 enzim ekspresyonu tizerine etkisi (*: p<0.05, **:

p<0.01).
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Western blot bulgulari calismamizda
iNOS indiiksiyonu yaparak etki elde etmeyi
umdugumuz LPS’nin iNOS indiiksiyonunun
yani sira bircok inflamatuar olaya karistigi
gosterilmis olan ROCK-2'nin29
ekspresyonunu arttirdigini gésterdi. LPS'nin
ROCK-2 ekspresyonunu arttirmasi
diferensiyasyonu  baskilayict  bir  etki
gostermesi ile birlikte dusiiniiliince LPS,
bizim baslangicta bekledigimizden farkh
olarak hem iNOS indiiksiyonu yapmakta hem
de Rho/Rho-kinaz yolagini aktive etmekte ve
ortaya ¢ikan etkide Rho/Rho-kinaz yolaginin
aktivasyonu daha baskin bir rol oynuyor gibi
goriinmektedir. Calismamizda elde ettigimiz
bu bulgunun yani sira, L-NAME o6n-
uygulamasi, LPS uygulamasi ile olusan
ROCK-2 ekspresyonundaki artis iizerine
anlamli bir etki gostermedi. Bu durum LPS

tarafindan  olusturulan  ROCK-2  up-
regiillasyonunun NO yolagi disinda baska
mekanizmalarla olabilecegini ima

etmektedir. Sonu¢ olarak, LPS 3T3-
Llhiicrelerinde ROCK-2 ekspresyonunda
artisa yol agmaktadir ve bu up-regtilasyon
NO disinda baska sinyal yolaklar1 aracilig ile
oluyor gibi goriinmektedir.

Bu bulgu, LPS'nin inflamatuar rolii ile
uyumludur. Zira ¢alismamizda LPS, bir¢ok
inflamatuar siirecte etkin rol oynadigl
gosterilen Rho-kinaz enziminin
ekspresyonunda da up-regiilasyona yol
acmistir. Birgok inflamatuar stirecte ve hiicre
diferensiyasyonunun diizenlenmesinde rol
oynadigi  gosterilent?  TGF-B'min, fare
embriyonik fibroblast ve Swiss 3T3
fibroblast hiicre kiiltiirlerinde Rho-kinaz

aktivasyonuna yol actigi ortaya
konulmustur.42  Bu, calismamizda LPS
tarafindan olusturulan ROCK-2

ekspresyonundaki artisi agiklayabilir. Ciinkii
LPS uygulamasinin PC3 insan prostat epitel
hiicre kiltiiriinde TGF-B ekspresyon ve
salinimini arttirdigl gosterilmistir.#3 Bunun
yani sira yag dokuda yaygin olarak eksprese
edilen ve diferensiyasyon sirasinda
adipositlerde ekspresyonunun arttigi
gosterilen TLR-4"lin (Toll like receptor-4)*
LPS'nin bu etkisine katkida bulunmasi
olasidir. Gliniimiizde LPS reseptorii olarak
kabul edilen TLR-4'iin*5 obez bireylerde yag
dokudaki adipositlerde ve stromal vaskiiler
fraksiyondaki monositlerde
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ekspresyonunun arttigln = gosterilmistir.46
TLR-4’lin LPS tarafindan aktive edildigi ve
TGF-B’'y1 aktive ettigi ve boylece obezitede
gozlenen  sistemik  diisiik  dilizeydeki
inflamasyona  neden  oldugu ortaya
konulmustur. Boylece LPS’nin hem TLR-4
hem de TGF-f3 aktivasyonu araciligi ile ROCK-
2 aktivasyonuna yol acabilecegi akla
gelmektedir. Bunun yani sira Rho/Rho-kinaz
sinyal yolaginin obezitede gozlenen sistemik
disiik diizeydeki inflamasyonda stromal
vaskiiler fraksiyondaki fibroblastlarin olgun
adipositlere diferensiyasyonunu engelledigi
diistiniilebilir.

Sonu¢  olarak, bakteriyel bir
endotoksin olan LPS, 3T3-L1 hiicrelerinde
diferensiyasyonu baskilamaktadir. Bu etkiye
NO degil ancak onun disindaki bir
inflamatuar mediyator(ler) aracilik edebilir.
Ayrica LPS, Rho/ROCK bagimh bir
mekanizma ile preadiposit
diferensiyasyonunu siiprese edebilir.
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