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OZET

TEZiN BASLIGI: SIK2’NIN ADIPOSIT FARKLILASMASINDAKI ROLU.
YAZAR ADI : HALE HEBIP

Yag ve karaciger dokularinda yag ve glukoz sentezindeki negatif diizenleyici
rolii disinda Tuz ile Uyarilabilen Kinaz 2 (SIK2) son zamanlarda tiimér olusumu,
hiicre boliinmesi ve farklilagsmasi gibi farkli biyolojik olaylarla iliskilendirilmistir.
3T3-L1 o6nciil yag hiicreleri adiposit olusumunun transkripsiyonel kontrolii agisindan
1yl karakterize edilmis bir hiicre hattin1 temsil eder. Farklilasmanin baslangicinda
3T3-L1 onciil yag hiicrelerinde SIK2 ifadesinin farklilasmaya 6zgiin erken cevap
veren genler ile es zamanl indiiklendigi ve db/db diyabetik farelerin beyaz yag
dokusunda miktar ve aktivitesinin arttigi gosterilmistir. Adipojenik faktor
yoklugunda ylizeyi tamamen kaplamig 6nciil yag hiicrelerinin bir SIK2 inhibit6rii
olan Staurosporin ile sadece birkag saatlik muamelesi bile adipojenik karigima (MDI)
kiyasla ¢ok daha hizli ve etkin bir bigimde farklilasmaya neden oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte SIK2’nin farklilasmaya 6zgiin birincil genlerle eszamanl ifadesinin
hiicresel farklilasma ile fonksiyonel bir baglantisinin olup olmadigi halen

bilinmemektedir.

IIk kez bu ¢alismada SIK2 aktivitesinin Staurosporin ile baskilanmasi SIK2
mRNA diizeyinde farklilasma uyarisini takiple olusan 3 kathik artis1 engelledigi
dolayli olarak farklilasmada %25°lik bir gerilemeye neden oldugu gosterilmistir.
Adipojenik olmayan, sadece Staurosporin igeren besi yerinde elde edilen 3T3-L1

onciil yag hiicrelerindeki farklilagma oranlarindaki yaklagik %50°lik azalma,

farklilagmaya negatif etki edebilen muhtemel bir kinaz tarafindan veya PPARY

bagimsiz fakat Staurosporinin dolayli olarak destekledigi bir CEBPB veya CEBPa

artig1 tarafindan da saglanabilecegini isaret etmektedir.



SUMMARY

THESIS TITLE: THE ROLE OF SIK2 IN ADIPOCYTE
DIFFERENTIATION.

AUTHOR: HALE HEBIP

In addition to its anti lipogenic and gluconeogenic roles in the adipose and liver
tissues respectively Salt inducible kinase (SIK2) has been recently implicated in
various biological events including tumorogenesis, cellular proliferation and
differentiation. 3T3-L1 preadipocytes represent a well characterized cell line for the
transcriptional control of adipogenesis. It was shown that at the onset of 3T3-L1
preadipocyte differentiation SIK2 transcription was induced simultaneously with the
early response genes of differentiation and its level and activity increased in the

white adipose tissue of db/db diabetic mice.

It was demonstrated that in the absence of adipogenic factors confluent
preadipocytes treated only a few hours with staurosporin a known SIK inhibitor is
capable of potentiating faster and more robust differentiation compared to cells
induced with adipogenic mix (MDI). However it is yet to be known if there is a
functional relevance of SIK2’s co-expression with early response genes and ensuing
cellular differentiation. Results obtained from this study indicated that SIK2 may

take part in the clonal expansion stage of early differentiation.

We showed for the first time that staurosporin mediated inhibition of SIK2
activity suppresses the three fold increase in SIK2 mRNA level observed
immediately after adipogenic induction which is associated with %25 reduction in
resulting differentiation. The %50 reduced differentiation rate of preadipocytes
treated with none adipogenic medium with staurosporin only may suggest an

involvement of a putative inhibitory kinase or a novel pathway independent of

PPARY but dependent on enhanced CEBPB or CEBPa expression presumably

supported by staurosporin in potentiating adipogenesis.
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GIRIS
1.1 Adipoz Doku

Yiiksek organizmalarda karsilastigimiz ortak problemlerden biri hiicrelerin
siirekli olarak enerji kaynagina ihtiya¢c duymalaridir. iki zellesmis doku, kahverengi
ve beyaz yag dokusu, devamli gereken enerji ihtiyacini karsilamaktadir. Beyaz yag
dokusu triagilgliserol formunda asir1 kaloriyi depolamaktadir. Ac¢lik doneminde
hiicrelere gereken enerji, depolanan triacilgliserollerin lipolizisinden olusan yag asidi
ve gliserol tarafindan karsilanmaktadir. Kahverengi yag dokusu ise depolanan
triacilgliserolleri viicut sicakligini sabit tutmak icin kullanmaktadir. insan ve sicanda
kahverengi yag dokular1 dogumdan once gelismektedir ve bu depolar cocukluk
cagnin sonuna kadar biiyiik 6l¢iide kaybolmasina ragmen eriskinlik donemi boyunca
baz1 kahverengi yag hiicreleri beyaz yag dokusu arasina serpistirilmis olarak

kalmaktadir (1).

Beyaz yag dokusu besin alimi sonrasi olusan fazla enerjinin depolandigi ana
bolge olarak tamimlanmistir. Beyaz adipositler (beyaz adipoz dokudaki (BAD)
predominant hiicre tipi) alinan enerjinin trigliserit olarak depolandigi tek bir genis
yag damlas1 olusturmaktadir. Kalorik ihtiya¢ zamani, bu trigliseritler (TG) lipazlar
tarafindan hizlica hidrolize edilmekte (lipolizis) ve olusan yag asitleri diger
dokularda enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere tasmmaktadir. Bunun aksine
kahverengi adipoz doku (KAD) oncelikli olarak sicakkanli hayvanlarda soguk iklime
adaptasyonu saglayan sabit 1sida kalim (termogenez) i¢in 6zellesmistir. Kahverengi
adipositler yag asitlerinin hizli yikilabilmesi igin kolay ulasilabilir kiigiik trigliserit
damlalar1 icermektedir. Bu hiicreler ozellikle termogenezi ayarlamada yliksek
miktarda mitokondri icermesi ve yag asit metabolizmasini sadece kahverengi yag
dokusunda bulunan mitokondriyal protein olan uncoupling protein 1 (UCP1) ile 1s1

tiretmek amactyla kullanmaktadir. Kahverengi yag hiicreleri beyaz yag hiicrelerine



nazaran daha az triagilgliserol ve daha ¢ok mitokondri igcermektedir ve bu sebepten

dolay1 karakteristik renklerini almaktadirlar (2).

Yag dokusu lipid metabolizmasi iki hormonal sinyal yolunun kontrolii
altindadur. Insiilin, hiicre i¢ine glukoz alimi ve lipogenezi tesvik ederken, adrenalin
ve glukagon gibi dig uyaricilar ile olusan cAMP, lipolizisi tesvik etmektedir. Eger bu
iki sinyal yolunun arasinda kayip meydana gelir ve yag dokular1 uzun siire yiiksek
miktarda insiiline maruz kalirsa, derece derece insiilin uyarisina karsi direng gelisir.
Insiilin direnci, biyolojik yakit metabolizmasi igin gereken yag dokusu, karaciger ve
kas gibi dokularda meydana gelmektedir. Ve sonugta tiim viicudun enerji
metabolizmasinda hasara ve buna bagl obezite ve Tip Il Diyabet (T2D) gibi bir¢cok
hastaliga sebep olacaktir (3).

1.1.1 Adipoz Dokudan Salinan Sitokinler

Adipositler tarafindan iiretilen leptinin kesfi adipoz dokunun endokrin bir
organ olarak da islev gosterdigini ortaya koymustur. Adipoz doku adipokinler olarak
bilinen, sitokin ve peptip hormonlarin biliyiikk ¢ogunlugunu salgilamaktadir. Bu
molekiiller karaciger ve kas gibi dokularda enerji metabolizmasini diizenlemektedir.
Adipoz doku ve beyin arasinda direkt noral baglant1 biitiin viicut enerji kontroliinii

birlestirmeyi saglamaktadir.

Adipoz dokunun normal insiilin duyarhiligi ve glukoz homeostazisinin
saglanmasinda iki 6nemli rolii oldugu goziikmektedir. Yeme ile ilgili davraniglarin
biitiin viicut metabolizmasi ve néroendokrin kontrolii etkileyen adipokinlerin uygun
seviyelerde sekresyonu ve dolasimdaki serbest yag asit (free fatty asit-FFA)’lerinin
ve ektopik trigliserit depolarmin zararl etkilerini hafifletmek igin adipoz trigliserit

depolarmin mevcut olmasidir (2).



1.1.2. Adipoz Dokunun insiilin Direnci, Obezite ve Tip Il Diyabet ile
Tliskisi

Kan dolagiminda bulunan serbest yag asitleri insiilin direncine aracilik
etmektedir. iskelet kasinda insiilin direncine aracilik eden hangi faktdr veya faktorler
sorusunu ¢oziimlemek zordur, fakat en azindan serbest yag asitleri tanimlanan
onemli aracilardan biridir. FFA aracili insiilin direnci hipotezi, dolasimda bulunan
yilksek orandaki FFA ile obezite ve insiilin direncinin giiclii iliskisini gosteren
verilerle tutarli oldugu goriilmektedir. Bu hipotez insan ve hayvanda periferal insiilin
direncine sebep olusturan kan dolasimindaki FFA’larin yiiksek seviyelerde
oldugunun kanitlanmasi ile oldukca desteklenmistir. Bunun aksine, antilipolitik ilag
acipimox ile FFA miktarindaki disiis insiilin etkisini arttirarak periferde glukoz
alinmmini saglamaktadir. Dolagimdaki FFA etkilerine ilave olarak, kas gibi adipoz
olmayan dokularda yag asidi birikimi de obezitede insiilin direncine katkida
bulunabilmektedir (44).

Adipositler aclik siiresince FFA’lar ve gliserol gibi trigliseritleri hidroliz edip
serbest birakmasi kadar, beslenme sonrasi trigliseritleri sentezleyip depolayabilme
ozelligine sahiptir. Yag asitleri deterjan Ozellikleri ve toksisitelerini azaltmak ig¢in
hiicre i¢cinde koenzim A ile esterlenmektedir. Zayif bireylerin iskelet kasinda insiilin
duyarliligi ve glukoz alimi normaldir. Obezitede ise adipositler artan trigliserit
depolarindan dolay1 genislemektedir. Yiiksek kalori girisinin erken devrelerinde,
adipositler aktif olarak trigliseritleri depolamaya devam etmektedir ve aglik boyunca
normal lipolitik oranlarina yakin oranda siirekliligini devam ettirmektedir. Bu
durumda olan insan ve fare adipositlerindeki trigliserit sentezinde gerekli olan
enzimlerin ekspresyonunun arttigi goriilmektedir. Yag asit seviyeleri hafifce
yiikselebilmekte, fakat yiiksek kalori giriginin bu erken sathasinda iskelet kasi1 insiilin

duyarhiligmi korumaktadir.

Yiiksek kalori giriginin devaminda dolasimdaki FFA fazlahg: iskelet kast,
karaciger ve pankreatik [-hiicrelerinde uzun zincirli fatty acil-CoA esterleri
formunda birikmektedir. Uzun zincirli fatty agil-CoA esterleri ve diger yag asidi

derivatifleri bu dokularin normal metabolik ve salgi fonksiyonlarini hasara



ugratmaktadir. Hiperfaji (asir1 miktarda besin tiiketimi) yag asidi sentezinin
artmasina, karacigerde diisiik yogunlukta lipoprotein sentezi ve iskelet kasinda
lipoprotein aktivitesini arttirmaya da Onciilik etmektedir. Obezitede adipoz
fonksiyon bozuklugu insiilin direnci, trigliserit depolarinda bozulma ve lipoliziste
artmaya bagli sitokinlerin asir1 seviyede sekresyonu ile ger¢eklesmektedir. Bu durum
artan obezite i¢in metabolik bir adaptasyon olarak goriilse bile insiilin direncine

onciiliik etmektedir (4).

Tim veya kismi adipoz doku yoklugu olusturulmus pek ¢ok fare modeli,
ornegin adipoz dokusu olmayan A-ZIP/F-1 fare diyabetik ve insiilin direnglidir ve
karaciger ve iskelet kasinda biriken trigliserit (TG) miktarinin iki kat arttig
belirtilmistir. Bu hayvanlara cerrahi olarak uygulanan cilt alt1 adipoz doku nakli,
adipoz doku depolarini tekrar olusturmakta ve burayr damarlandirmaktadir. Adipoz
doku nakli iskelet kasi1 ve karacigerde bulunan TG miktarin1 da azaltmaktadir ve

insiilin direnci ve diyabeti iyilestirmektedir (5).

Iskelet kasma glukoz tasmimii saglamak icin gereken insiilin etkisine kars
direng kazanmak obezite ile ilgilidir ve Tip Il Diyabet (T2D) gelisimine Onciiliik
etmektedir. Obezite oram (30kg/m*’den daha biiyiik viicut kiitle indeksine sahip
olarak tanimlanmaktadir.) diinyada hemen hemen tiim toplumlarda garpici bir sekilde
artmaktadir ve obezite ile beraber T2D ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi 6nemli
patolojik sonuglar1 meydana getirmektedir. T2D tek basmna U.S.A.’da 132 milyar
dolara varan saglik harcamalarina sebep olmaktadir. Acik bir sekilde, obezite ve
onunla iliskili T2D’de efektif dnlem ve tedaviler i¢in yapilacak arastirmalar basarili

olursa toplumlar i¢in ¢ok biiyiik faydalar1 olacaktir (2).
1.2 Adipoz Dokudaki inflamatuar Durumun Olusum Siireci

1.2.1 TNFa

Obez kisilerin adipoz dokudaki inflamatuar durumu, ¢ogunlukla adipositler
etrafinda yer alan makrofajlar az da olsa adipositler tarafindan salgilanan timor-

nekrozis faktor-o (TNFa) gibi sitokinlerin asiri liretimi ile birlikte olmaktadir (2).



In vivo adipoz doku calismalar1 obezite adipoz dokusunda TNFo’nin yiiksek
seviyelerde ifade edilmesine ragmen, kan dolagimina serbest birakilamadigini ortaya
koymustur ve obez bireyler hari¢ adipoz doku TNFa ekspresyonu insiilin direnci ile
iliski gostermemektedir. Insiilin direnci durumunda iskelet kasinda da TNFa’nin asir1
ifade edildigi vurgulanmaktadir. Fakat adipoz doku ve glukoz metabolizmasina
katillan diger periferdeki dokular arasinda TNFa sinyal gérevi gérmemektedir. Bu

gozlemler TNFo’nin parakrin etki gosterdigini vurgulamaktadir (4, 6, 7, 38).
1.2.2 Insiilin Reseptor Substrat (IRS) Proteinler

TNFa, insiilin metabolik etkisinin anahtar aracisi olan insiilin reseptor substrat
(IRS) proteinlerin Ser/Thr fosforilasyonunu tetiklemesi ile insiilin sinyali ve glukoz
girigini azaltmaktadir. Serbest yag asitleri insiilin sinyal adimlarinda bulunan insiilin

reseptor ve IRS proteinlerin Treonin fosforilasyonunu engellemektedir (2).
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Sekil 1.1 insiilin sinyal yolaginda IRS proteinlerin Tirozin ve Ser/Thr fosforilasyonu
(Birnbaum et al.,2001).

IRS proteinler, hiicre profilasyon ve survival’ da gorev almanin yaninda insiilin
sinyal akigmin anahtar molekiilleridir. Insiilin bagimli etki gosteren insiilin reseptor
kinaz etkisi ile IRS-1 Tirozin rezidiileri fosforilasyona ugramaktadir. Tirozin’i

fosforile olmus IRS proteinler hiicre i¢i glukoz akisini baslatabilmektedir.



IRS proteinlerin Serin fosforilasyonu ise insiilin sinyal akismnin etkisini
degistirmekte ve sonug¢ olarak insiilin uyarilmasina karsit hayvan dokularinin direng
gostermesini saglamaktadir. IRS proteinlerin serin fosforilasyonundan sorumlu pek

cok protein kinazim molekiiler tanimlamasi yapilmistir (3,10).

Sican adipositlerinde PKCB’nin IRS1 Serin fosforilasyonu ile glukoz alimimimni
negatif olarak diizenledigi (7, 8), insiilin diren¢li durumda IKKp kompleksin IRS1
Serin fosforilasyonunun (S312) inflamatuar yolagin aktivasyonu ile insiilin direncine
aracilik ettigi ortaya ¢ikarilmistir (8, 9, 10 ). 3T3-L1 adipositlerde IRS1 proteinin
Serin fosforilasyonunda mTOR ve JNK’in 6nemli rolleri oldugu da belirlenmistir
(11). Ayrica GSK-3p tarafindan IRS1’in Ser332 fosforilasyonu insiilin direncine
onciiliik etmektedir (13).
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Sekil 1.2. IRS-1 Serin fosforilasyonundan sorumlu kinazlar (Tanti et al., 2009).

IRS Serin fosforilasyonundan sorumlu protein kinazlardan biri de tuzla
uyarilan kinaz (Salt-inducible Kinaz-SIK) ‘dir. IRS1 S789’u fosforile ederek insiilin

direncine neden olabilecegi diistiniilmektedir (3).

1.3 Protein Kinazlar

Insan genomunda 500 den fazla protein kinaz oldugu tahmin edilmektedir (12).
Bu protein kinazlar metabolizma, membran transport gibi hiicresel siireglerin

yaninda, proliferasyon, farklilasma ve hayatta kalimi1 kontrol eden biiylime faktorii



sinyal basamaklarmin bir kismidir (14). Bu sebeple, yanlis yer ve zamanda kinaz
aktivitesi hiicre transformasyonu, kanser, metabolik hastaliklar ve gelisimsel
anormalliklere onciiliik eden yikici sonuglara neden olabilmektedir. Biitiin bu
fosforilasyonlarin %95°1 Tirozin, %5°1 Serin ve %1’i Treonin rezidiileri tizerindedir.
Biiyiime faktorii sinyalinde, Serin/Treonin ve Tirozin kinazlarin ikisi birden énemli
diizenleyiciler olarak rol oynamaktadir. Fosforilasyona bagl olarak yolagi olusturan

elementler uyarilabilmekte ya da sinyal iletimi 6nlenebilmektedir (23).

1.3.1 AMP ile Uyarilan Protein Kinazlar (AMPK)

AMPK tiim viicut metabolizmasinda rol oynayan Ser/Treonin kinaz ailesi
tiyesidir ve hiicre enerji homeostazisi igin gereklidir. AMPK fonksiyonu karaciger ve
kasta genis Ol¢tide ¢alisilmistir. AMPK, enerji iiretimine yonelik glukoz alimi ve yag
asidi oksidasyonunu arttiran yollar1 uyarirken lipogenez, protein sentezi ve
glukoneogenez gibi anabolik yolaklar1 (enerji depolama yollarini) bloke eder (15).
Yag dokusunda AMPK’nin aktivasyonu aglik ve egzersiz gibi durumlarda ortaya
¢ikmaktadir. Hipoglisemik ilaglar gibi leptin ve adiponektin yag dokusunda bulunan
AMPK aktivatorleridir. AMPK aktivasyonu adipositlerdeki sitokin sekresyonunu da
azaltmaktadir (15). AMPK, iki regiilator altiinite (B ve y) ve bir katalitik altiiniteden
(o) olusan heterotrimerik bir komplekstir. Pek ¢ok izoformunda al, a2, B1, B2, y1, y2
ve v3 gibi altiiniteler tanimlanmustir (15,16).

Yag dokusunda AMPK’y1 aktive eden pek ¢ok durum AMP/ATP oraninin
artist ile ayn1 zamandadir ve aktivasyondan sorumlu iki kinaz tanimlanmustir.
AMP/ATP’deki artisa bagli olarak AMPK’nin vy altiinitesi AMP baglar ve
konformasyonel degisiklik sonucu aktivasyon bdlgesindeki T172, LKBI tarafindan
fosforlanarak enzim aktif hale gecirilir. AMPK’ nin aktif hale ge¢mesi kalmodulin
kinaz kinaz B tarafindan hiicredeki Ca*™ konsantrasyonundaki artisa bagli olarak da
gerceklestirilebilmektedir (16).

AMPK  aktivasyonunun  onciil  adiposit  farklilagmasi1  engelledigi
belirtilmektedir. AICAR (aminoimidazol karboksamid riboniikleotid; AMPK’nin
secici aktivatorii) ile muamele edilmis 3T3-L1 veya 3T3-F442A onciil
adipositlerinde, c/EBPa ve PPARYy transkripsiyon faktorleri ve yag asidi sentezi gibi



ge¢ adipogenik belirteclerin ifadesi 6nlenerek yag hiicrelerine doniisiim geriletilmis
ve hiicre Sliimiinde artis gozlenmistir (15). Insiilin direncinde AMPK ilgi cekici
farmakolojik potansiyele sahiptir ve insiilin duyarliligini saglayan hormon ve

ilaclarin hedefi haline gelmistir.

1.3.2 SIK Ailesi

Serin/Treonin kinaz SIK ailesi ii¢ iiye icermektedir. SIK1 yiiksek tuz diyeti
alan farenin adrenal bezlerinden klonlanmistir (17). SIK1 olarak adlandirilan bu
izoformun iki farkli homologu olarak SIK2 ve SIK3 izoformlar1 karsilastirmali

analizler sonucu dizi bankalarindan ayirt edilerek tanimlanmistir (18).

Adipose-specific Isoform of SIK
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Rat  SIK1 [] 1 | 1
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Sekil 1.3. SIK’in adipoz 6zgiil izoformu (Horike et al.,2003).

1.3.3 SIK2

SIK2 ilk kez fare adipoz dokusunda belirlenmistir (3). Fare SIK2 103 kDa ve
931 amino asit rezidii igeren proteindir. SIK2’nin kinaz domaini (20-271 rezidiiler
aras1) %78, UBA domaini (293-346 rezidiiler aras1) %70 ve fosforlanabilir domaini

(577-623 rezidiiler aras1) %73 oraninda SIK1 ile benzerlik gostermektedir (25).

SIK2’nin tanimlanmis ilk substrati sican insiilin reseptor substrat 1 (IRS1)’dir.
Insiilin bagiml1 insiilin reseptorii (reseptdr tirozin kinaz aile iiyesi) tarafindan IRS1/2
Tirozin fosforilasyonu insiilin yolaginin aktivasyonunu saglamaktadir. IRS-S789

fosforilasyonunun plazma membraninda insiilin reseptor ile IRS etkilesimini bozarak



alt kisminda bulunan efektorler ile etkilesimini engellemesi veya IRS yikimimi
arttirarak sinyal iletimini engelledigi diistiniilmektedir (19). Diyabetik insiilin direngli
sicanlarin beyaz yag dokusunda IRS-S789 fosforilasyonunun artmis oldugu durumda
SIK2 ifade ve aktivitesinin 6nemli derecede arttig1 bilinmektedir, dolayistyla bu veri

SIK2’nin T2D gelisiminde gerekli olabilecegini vurgulamaktadir (3, 20).

Farklilasgmanin baslangicinda 3T3-L1 o6nciil adipositlerinde SIK2 ifadesinin
adiposit 6zgiil transkripsiyon faktorleri ile beraber artmasi ve olgun adipositte en
yiiksek seviyede bulunmasi, bu proteinin adiposit farklilasmasinin erken safhalarinda

onemli oldugunu gostermektedir (21, 45).

Insulin-R
Glucocorticoid
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Sekil 1.4. Insiilin sinyalinde SIK2 (Okamoto et al., 2004).

Diger bilinen SIK2 substrati, kontrol altindaki CREB aktivitesini ileten
TORC2’dir. SIK2’nin TORC2-S171’1 fosforile etmesi molekiiliin 14-3-3 proteinleri
ile etkilesimi sonucu sitoplazmada tutuklu kaldigt ve CREB bagimlh gen

transkripsiyonunun engellendigi bilinmektedir (22, 25).

Bir diger SIK2 in vitro substrati p97/VCP (valosin containing protein)’dir.
SIK2 tarafindan fosforillendiginde p97/VCP ATPaz aktivitesi artmaktadir. ER
membranda bulunan SIK2 ve p97/VCP etkilesiminin ER’deki molekiiler olaylar ile
ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (36).

Adiposit ve pankreatik hiicrelerin yaninda testislerde de SIK2 ekspresyonu

belirlenmistir. SIK2 fosforilasyon konsensiis motifi, IRS ve TORC2 substratlarina
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benzer sekanslar igermektedir (Hy)[(B)X veya X(B)]XX(S/T)XXX(Hy), burada Hy

hidrofobik aminoasitleri ve B ise bazik aminoasit dizisini temsil etmektedir (3).

SIK2 49. dizisindeki Lizin aminoasiti katalitik aktivite i¢in gerekli ATP-
baglanma halkasinda bulunmaktadir. Lizinin Metioninle yer degisimi (K49M)
SIK2’nin aktivitesini yok ettigi bilinmektedir. Protein kinaz A’nin (PKA) SIK2’yi
Serin 587 aminoasit dizisinden fosforlamasi, SIK2’nin niikleustan sitoplazmaya gocii
icin gerekli oldugu belirtilmistir (3). Sigan retinal dokudan klonlanmis SIK2 yapisi

ti¢ izoformun varhigmi isaret etmektedir (23, 24, 25).

1.4 Adiposit Farklilasmasi

Fertilize olmus tek bir yumurta hemen hemen 200 farkli hiicre tipine
doniisebilmektedir. Fertilize olmus yumurtadan 6nciil adiposit dokunun gelisimsel
programi tam olarak bilinmemektedir (26, 27). Fakat ¢ok potensiyelli fibroblastlarin
(stem hiicreler) mezodermal orijinli olduklar1 ve yonlendirmeye bagli olarak Onciil
adiposit, kikirdak, kemik veya kas dokuya farklilasabildikleri bilinmektedir (27, 28,
29). insanda bulunan &nciil adipositler ge¢ embriyonik gelisim sirasinda adipoz doku
icinde farklilasmaya baslamaktadir, bu farklilasma yeni doganlarda besin alimi ile
biriken enerjinin istesinden gelmeye olanak saglamaktadir. Tiim organizmalarin
onciil adipositleri hayatlar1 boyunca farklilasma yetenegine sahiptir. Hayvan yag
dokusunun yaklasik olarak 3’te 1’ini adipositler olusturmaktadir. Geriye kalan 3’te
2’si ise kiigilk kan damarlari, sinir doku, fibroblastlar ve gelisimin cesitli
basamaklarinda olan onciil adipositleri icermektedir. Diger fibroblast benzeri
hiicrelerden 6nciil adipositleri izole etmek oldukga giigtiir ve 6nciil adipositler total
yag dokunun kiiglik bir yiizdesine sahip oldugu igin biiyiik miktarda yag dokusu
gerekmektedir. Ayrica primer hiicreler kiiltiirde smirli hayata sahip oldugundan
farklilagmast igin klonal onciil adipositlerin kullanildig: in vitro adipogenez tercih
edilmektedir (27).
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1.4.1 Adiposit Farklilasmasinda Kullanilan in vitro Modeller

Adiposit onciil hiicre hatlar1 ¢ok potensiyelli fibroblastlar ve tek potensiyelli
onciil adipositler olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Bunlardan 10T1/2, Balb/c 3T3,
1246, RCJ3.1 ve CHEF/18 fibroblastlar birinci gruba, 3T3-L1, 3T3-F422A, 1246,
Obl1771, TA1 ve 30AS5’ler ise ikinci gruba 6rnek verilebilir (26, 27).

Cel] Lines Origin/stage of Development [nducing Apsnts Used for Differentiation
Edcells Mouse blasiocyst® Eetinoic acid
CH3 LOTLZ  Mouse embryo’ Demethylating agent S'-azacytidine
TAl Derived from S-azacwiicine reated 10 T1E 10% FES, insulin, and Dex
10% FBE, Dex and MI¥, maulin thigh
17-to 19-day disaggrezated mouse embrya* coneentration)
Sarne a3 above 10% FBS, inzulin
ob17 Epididymal fat pads of aduli ofieb mouse’ 3% FEY, moulin, and Ty
Frimary
Culturese  Zourcefige [nducing Apents Used for Differentiation
Subcutaneous, epididymal, refopentonsalmewbom  Insulin (Jow concentration in 0% FES, high
Rat A b, 4 wk ald, or adult concentration in serum free, acrelerated)
Mouse SuboutaneousA-12 day ald Serum fres; msulin, HDL, Dex
Fabhbit Perrenald wk old Senum free; menlin, Dex
Fig Ferirenal, subcutanecusdetal, nemborn (1-7 dav old)  Zerum fres; insulin with o1 without plucocorticodds
Senum fres; insulin thigh concentration) and
Human subcutarecus Gabdominaleariable age slucocorticolds

Sekil 1.5. Adiposit farklilasmasinda kullanilan in vitro modeller (Gregoire et al., 1998).

Memelilerde  adipositler, tek potansiyelli mezenkimal hiicrelerden
olusmaktadir. Onciil adipositler, 6nciil hiicrelerinden morfolojik olarak ayirt
edilemezler. Fakat diger hiicre tiplerine doniisme potansiyellerini kaybetmislerdir.
Terminal farklilasma sonucu 6nciil adipositler olgun adiposit karakteristik yapisini
alir. Olgun bir adiposit, yag sentezi ve tasinmasi, insiilin duyarliligi ve yag

hiicrelerine 6zgiin proteinlerin sekresyonu i¢in gerekli mekanizmaya sahiptir (30).
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Sekil 1.6. Memelilerde Onciil adipositten olgun adiposite doniisiim siirecine 6zgiil genler ve
transkripsiyon faktoérleri (Gregoire et al., 1998).

1.4.2 3T3-L1 Hiicre Hatt:

3T3-L1 ve 3T3-F422A hiicre hatlari, Swiss 3T3 fare embriyolarindan elde
edilmistir ve kiiltir modeli olarak yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Her bir hiicre
hattinin farklilagsma gereksinimlerinde bazi farkhiliklar vardir. Bu farkhiliklarin
hiicrelerin elde edildigi zamanki tutuklu kaldig1 gelisimsel basamaklardaki temsil

edilen varyasyonlar olduguna inanilmaktadir (31).

3T3-L1 ve 3T3-F442A hiicreleri, hiicre ig¢i trigliserit depolar ve olgun
adipositlere ait morfolojik karakteristikleri gelistirebilirler. Her iki hiicre hatti benzer
transkripsiyonel aktivasyon profili ve fenotipik 6zellikler gosterirler. 3T3-L1 hiicre
hatt1 karakterizasyonu iyi yapilmis hiicre hatlarindan biridir. Kiiltlirdeki farklilagmis

3T3-L1 Onciil adipositler, hayvan dokudaki ultrayapisal karakteristiklerinin ¢oguna
sahiptir (30, 32, 33).
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1.4.3 3T3-L1 Onciil Adipositlerin Olgun Adipositlere Farkhlasma

Siiresi

Adipojenik karisim ile muamele edilen konfluent 3T3-L1 6nciil adipositler es
zamanlt olarak farklilagabilmektedir. En yiiksek farklilagsma, hiicre i¢ci cAMP
seviyesini arttiran insiilin (glukokortikoid) ajaninin muamelesi ve fetal bovin serum
(FBS) ile elde edilmistir. Sentetik glukokortikoid uyarani Dekzametazon (DEX),
glukokortikoid reseptdr yolagini stimiile etmek i¢in kullanilmaktadir. cAMP-
fosfodiesteraz inhibitorii olan Metilisobiitilksantin (MIX), cAMP-bagimli protein
kinaz (PKA) yolagini stimiile etmek i¢in kullanilmaktadir. MIX, DEX ve insiilin
(MDI) uyarmmindan yaklasik olarak 24 saat i¢inde farklilasan Onciil adipositler
kontak inhibisyonu takiben gerceklesen birka¢ boliinmeye ugradiktan sonra hiicre
dongiisiinde tutuklanir. Adiposit hiicresi olmaya yonelmis ve biliyiimesi durdurulan
bu hiicreler 3. giinden itibaren farklilasmaya ait ge¢ belirteg genlerini ifade etmeye
baglarlar. Bu siireyi takiben hiicreler 5-7 giin igerisinde yag damlaciklar1 biriktirir ve
olgun yag hiicrelerini olusturmak tizere terminal farklilasma gegirmeye baslarlar (27,
33, 43). Adipositler morfolojik olarak kiire seklinde bir goriintiiye sahiptir ve

fibroblastik onciil hiicrelerin degisimi ile olusmaktadirlar (33).

1.4.4 Adiposit Farklllasmasindaki Transkripsiyon Faftorleri

3T3-L1 onciil adipositlerin biiylime ylizeyi tamamen kaplandiginda, adiposit
farklilagsmasmin en erken belirteg genlerini ifade ederler. Hiicre-hiicre etkilesim
lipoprotein lipaz ve type VI kollajen genlerin ifadesini uyarmaktadir. MDI
ilavesinden sonraki 1 saat igerisinde c-fos, c-jun, junB, c-myc ve (CCAAT/enhancer

binding protein) c/ebpp ve c/ebpo gen ifadeleri gézlemlenmistir (27, 34, 35, )

Farklilagsma kokteyline maruz kalan onciil adipositlerde c/ebpf ve c/ebpo
transkripsiyonu uyarilan ilk genlerdir. Bu sebeple farklilasma siirecinde onlarin
direkt olarak gerekli oldugu kabul edilmektedir. Bu uyarilma, C/EBPP veya C/EBPS
kontrolii altinda bulunan ekzogenous promotorlarin uyarilmasma ve hormonal

uyaricilara yanit olusturarak adipogenezin hizlanmasma neden olmaktadir. C/EBPf



14

oncelikli olarak DEX’e kars1 duyarli iken, C/EBPS MIX’e kars1 duyarhdir. Kiiltiir
besi ortamindan MIX ve DEX ¢ikarildiktan sonra c/ebpo ifadesi sonraki 48 saatte
azalirken c/ebpp’daki diisiis kademeli olarak 8 giin siirmektedir. C/EBPB ve 6
aktivitelerinin ppary ifadesi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (27).
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Sekil 1.7. Onciil adiposit-adiposit farklilasmasinda MDI muamelesi sonrasi olusan erken,
orta ve ge¢ basamaklar (Ntambi et al., 2000).

C/EBP B ve 6 ayn1 zamanda c/ebpa ifadesine de aracilik etmektedir. ppary ve
c/ebpa. bir kez aktive edildiginde c/ebpp ve c/ebpo ifadelerinde azalma olsa bile, geri
besleme ile birbirlerini diizenleyebildikleri igin gen ifadeleri artmaktadir. PPARy ve
C/EBPa tek tek veya beraberce adiposit fenotipini olusturmak i¢in gerekli enzim ve
proteinleri kodlayan bir¢ok adiposit genin transkripsiyonunu indiikleyebilmektedir
(27, 37, 40).
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1.4.4.1 PPARYy

Niiklear reseptor peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor gama (nuclear
receptor peroxisome proliferator-activated receptor-gamma-PPARY) adipogenezde
gerekli transkripsiyonel diizenleyicidir. PPARY, yag asit esterifikasyonu, trigliserit
sentezi ve paketlenmesi i¢in gerekli olan enzimleri kodlayan genleri de kontrol
etmektedir (perilipin, fatty asit sentaz (FAS), lipoprotein lipaz (LPL) ....vs ). Bu
sebeple PPARy’nin bozunumu adipositlerde trigliserit birikimini azaltmakta ve
insiilin direnci ve T2D’e onciiliik eden iskelet kas1 ve karacigerde yag asiti birikimini

arttirmaktadir (2, 42).

PPARY bir niiklear-reseptor siiper aile iiyesidir ve adipogenez igin gerekli ve
yeterlidir. Artmug ppary ifadesi fibroblastlardaki adiposit farklilasmasini indiiklemek
icin yeterli oldugu gosterilmisti. PPARy’nin farkli iki tipi vardir. PPARY2,
PPARy1’den farkli olarak amino ucunda 30 aminoasit igermekte ve 6zellikle yag
dokuda ifade edilmektedir. PPARy protein izoformlari, tercihli RNA prosesi ve
alternatif promotor kullanimi tarafindan olusmaktadir ve her ikisi de adipogenezi
indiikleyebilmektedir. Fakat PPARyl, adipositler yaninda kolonik epitelyum ve
makrofajlar gibi diger hiicre tiplerinde de bulunmustur (41). PPARy eksik
embriyonik stem hiicrelerinin yag olusumu i¢in katkida bulunamadigini ortaya
koymuslardir. ilave olarak tiim viicudunda fonksiyonel PPARy2 geni bulunmayan
farelerde sadece beyaz adipoz dokuda PPARy1 hasara ugratildiginda beyaz adipoz
doku gelisemez ve ¢ok az kahverengi adipoz doku olusur. Bu bulgular PPARy’nin in
vivo adipogenez igin gerekli oldugunu belirtmektedir (37, 41). Thiazolidinedione
(TZD) smifi farmakolojik ajanlar insiilin direnci ile ters iliskilidir ve bununla alakali
semptomlarin iyilesmesini saglamaktadir. Bu bilesikler PPARy ’nin aktivetisini
arttirarak insiilin duyarliligini attirmasi ile etki gosterdigi goriilmektedir (39). Pro-
adipojenik C/EBP’ler ve Kriippel-like faktorler (KLF’ler) iki Ppary promotordan en
az birini indikledigi gosterilmistir (41). Bunun aksine, anti-adipojenik GATA
faktorler PPARY ekspresyonunu baskilamaktadir (42).

Adipoz dokudaki inflamatuar durum, g¢ogunlukla makrofajlar azda olsa
adipositler tarafindan TNFoa gibi sitokinlerin agir1 iiretimi ile birlikte olmaktadir.

Inflamatuar sitokinlerin bu dolayl: etkileri anahtar element olan PPARy’nin negatif
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diizenlenmesi ile olmaktadir. TNFa, PPARy’y1 transkripsiyon, mRNA, protein
sentezi ve yikimi gibi ¢esitli seviyelerde etkileyebilmektedir (2). TNFa tarafindan
etkilenen mitojen ile aktive olan protein kinaz kinaz kinaz kinaz 4 (MAP4K4;
Ser/Treonin protein kinaz aile {iyesi) ’iin RNAi-aracilig1 ile susturulmasi, 3T3-L1
adipositlerde PPARy mRNA seviyelerini etkilemeksizin, PPARy1 ve 2 miktarlarmin
iki li¢ kat artmasma neden olmaktadir. Bu sonuclar MAP4K4’iin PPARYy’y1

translasyon sonrasinda diizenledigine isaret etmektedir (2).

1.4.4.2 C/EBP (CCAAT-enhensir’a baglanan protein) Aile Uyeleri

Pek ¢ok C/EBP aile iiyeleri, C/EBPa, C/EBPB, C/EBPy, C/EBPS ve CHOP
(transcription factor homologous to CCAAT-enhancer binding protein) adipositlerde
ifade edilmektedir. Adiposit farklilasmasi boyunca bu transkripsiyon faktorlerin
gecici ifadesi ilk olarak C/EBPB ve C/EBP&’nin erken uyarilmasi ve akabinde
C/EBPo uyarimmin saglanmast ile devam etmektedir. c/ebpb™ MEF’lerde
adipogenez etkinliginin azaldig1 bilinmektedir. C/EBP&’nin C/EBPB  yoklugunu
karsilayabilmesi olasidir, hem c/ebpb hem de c/ebpd genlerinin etkisizlestirildigi
farede adipoz doku kiitlesinde oldukga azalma gozlenmistir. C/EBPB ve C/EBPS, en
azindan C/EBPa ve PPARy’y1 uyararak adipogenezi tetikledigi bilinmektedir (37,
43, 49, 50 ). C/EBPa. pek ¢ok adiposit genini direk olarak indiiklemektedir ve in vivo
calismalar adipoz doku olusumunda bu faktériin 6nemli rol oynadigim

belirtmektedir.

Adipogenezde C/EBP’lerin 6nemi olmasina ragmen, agikca bu transkripsiyon
faktorlerinin PPARy yoklugunda fonksiyonu yoktur. Ornegin, C/EBPB, PPARy
yoklugunda c/ebpa’nin ifadesini uyaramamaktadir. c/ebpa’nin ektopik olarak ifade
edildigi pparg” fibroblastlarda adipogenezi baslatamamasi karmasik  bir

transkripsiyonel diizenlemenin varligini isaret etmektedir (51, 52, 53).
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1.4.4.3 Kriippel-like Faktorler (KLF’ler)

KLF’ler de adipogenezde 6nemli role sahiptir. Bu proteinler CACCC- ve GC-
zengin DNA sekanslarina baglanan ¢inko parmagi proteinlerinin genis bir ailesidir.
Apoptoz, proliferasyon ve farklilasmayi diizenlerler. Cesitli KLF genleri adipoz
dokuda ifade edilmektedir, KLF15 adipositlerde ortaya ¢ikarilan ilk aile iiyesidir ve
adiposit farklilasmasimni uyarabildigi gibi insiilin duyarli glukoz transport-4 (GLUT4)
ifadesini de uyarmaktadir. Bunun diginda KLF5, C/EBPB ve C/EBP6 tarafindan
erken adiposit farklilasmasit boyunca uyarilmaktadir. C/EBPB ve C/EBPS birlikte
KIf5 promotoruna, KLF5 ise Pparg2’nin promotoruna baglanarak C/EBP’ler ile
birlikte aktivasyonda yer almaktadir. KLF’lerin hepsi adiposit farklilasmasini
promote etmez, KLF2 ve KLF7'nin ikisi de anti-adipojenik faktdrdiir. Ornegin,
KLF2’nin Pparg2 promotorunu baskiladigi bilinmektedir (30).

1.4.4.4 Wnt Sinyali ve p-catenin
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Son ¢aligmalar Onciil adiposit farklilasma yeteneklerinin dis ¢evredeki ¢esitli
faktorler tarafindan etkilendiklerini belirtmektedir. Wnt ve B-catenin’in kemik,
barsak ve hematopoietik sistem gibi diger organlarin morfogenezinde olan rolleri iyi
arastirilmistir. Wnt’ler hiicre-ylizey reseptorlerine baglanarak parakrin veya otokrin
sekilde etki gostermektedir. Adipogenezde ilk rapor edilen 3T3-L1 onciil
adipositlerinde  Wnt  yolagin  aktivasyonunun  farklilasmay1r  bozdugunu
kanitlamiglardir. Daha da Otesi, [-catenin aktivitesinin inhibisyonu 06nciil
adipositlerde adipogenezi indiikleyebilmektedir ve myoblastlarda adiposit-benzeri
karakteristiklere liderlik etmektedir. Bir Wnt aile tiyesi olan Wnt10b adipogenezde
yaygin bir sekilde arastirilmistir. Wnt10b, 6nciil adipositler tarafindan salgilanmakta,
[-catenin’i stabilize etmekte, 3T3-L1 farklilasmasini engellemektedir ve iki yone de
dontisebilecek stromal onciillerin  adipogenezden osteoblastogeneze gelisimini
saglamaktadir. Wnt10b tarafindan bu mekanizma adipogenez i¢in gerekli ppary ve

c/ebpa ifadesini baskilayarak meydana gelmektedir (37, 41).

Adipojenik uyaricilar ile hiicre etkilesiminin erken evrelerinde adipoz 6zgiil
genlerin uyarilmas: ve/veya baskilanmasi farklilasma yolaginda olan hiicrelerin
farklilasma karar1 icin gereklidir. 3T3-F442A onciil adipositlerin osteoblastlara
faklilasma kabiliyeti de vardir. BMP (Bone Morfogenetik Proteinler) sinyal ve
retinoik asit adiposit doniisiimiinii baskilamak i¢in birlikte ¢alismaktadir. BMP
sinyali proliferasyonu arttirmakta ve hiicre dis1 matriks’te kalsifikasyonu baslatarak
tamamen osteoblastlara doniisiimii tetiklemektedir (54). 3T3-F442A hiicreler 6zgiin
uyaricilara maruz birakildiklarinda adiposit veya osteoblastlara doniisebilmektedir.
Ornegin 3T3-L1 o6nciil adipositler, farede peritonal enjeksiyon sonrasi makrofaja
doniisebilmektedir (55).

1.4.5 Staurosporin (St) Etkisi

Staurosporin (St) 1977 yilinda Omura ve arkadaglari tarafindan Streptomyces
staurosporeus bakterisinden izole edilmistir. Anti-fungal’dan anti-hipertansif etkiye
kadar genis c¢apta biyolojik aktiviteye sahiptir. Staurosporin’in ana biyolojik
aktivitesi Ser/Treonin protein kinazlar1 inhibe etmesidir. Staurosporin, protein kinaz

gibi biyolojik hedefleri ile etkileserek veya baglanarak etki gostermektedir.
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Kinazlarin ATP baglanma bdlgesine giicli afinite gdsterdigi i¢in ATP’nin

baglanmasini engellemektedir.

HEK293 hiicrelerine Staurosporin muamelesi, LKB1’in SIK iizerindeki
fosforlama bolgesinde olusan fosforilasyon seviyesinde herhangi belirgin bir
degisiklik olmaksizin, SIK kinaz aktivitesini engelledigi ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica
yapilan ¢alismada Kkiltiir hiicrelerine St. muamelesi sonucu SIK2 ve SIK3
aktivitesinin engellendigi bulunmustur. Yine ayni caliymada St.’in SIK’in st
basamaklarinda bulunan elementleri bloke etmeksizin direkt olarak SIK kinaz

aktivitesini engelledigi gosterilmistir (46, 47).
1.5 Konu ile ilgili Calismalar

Onciil yag hiicrelerinin olgun yag hiicrelerine farklilasmasinda bir kinaz
inhibit6rii olan St.’nin roliine yonelik ¢alismalar sadece birka¢ yaymla smirhidir. Bu
calismalardan birinde Clara ve arkadaslar1 adipojenik faktér yoklugunda 4-6 saat
gibi kisa bir siire St ile muamele edilen 3T3-F442A hiicrelerinde elde edilen
farklilasma oranin MDI etkisinden ¢ok daha hizli ve etkin olarak gergeklestigini
gosterdiler. Bu etkinin St. kaynaklit GSK3p aktivasyonu ve T-tip kalsiyum kanallar1

araciligiyla artan hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu ile baglantili oldugu gésterildi (48).

In vitro adipogenez deneylerinde kullanilan Onciil adipositler farklilasma
kararim1 verebilmek i¢in klonal genislemeyi takiben hiicre dongiisiinii terk ederek
dinlenme evresine ge¢meleri gerekmektedir. 3T3-F442A hiicrelerinde adipoz
farklilagsmasma yonelmede fetal bovin serum (FBS) veya biiylime hormonu ile
adipojenik uyarimin 24-36 saat gerektirdigini gostermislerdir. Benzer sekilde, 3T3-
L1 hiicreleri istirahat durumunu takiben insiilin igeren adipojenik serum ve Mix/Dex
karisimi ile 48 saat igerisinde farklilasma i¢in kesin kararlihk durumuna
gecmektedirler. 3T3-F442A  hiicrelerinin  olgun adipositlere farklilagsmalar1
adipojenik serum veya biiyiime hormonlarinin varhgmda yaygin bir sekilde
calisgilmistir (56, 57, 58, 59, 60). Bu calismalar farklilasmanin iki basamakta ele
alindigin1 ilk olarak adipojenik uyarmin ikinci basamak ise kararliligin yerlestigi

basamaklardir. ilk basamakta retinoik asit veya diger inhibitdrlerin varhigi ile



20

farklilagma siirecinde geriye doniisiin miimkiin oldugu bir kararlilik durumu soz
konusu iken uyariy1 takip eden 48 saat i¢inde yerlesmeye baslayan ikinci basamakta
farklilagma bu inhibitdrler ile geriye ¢evrilemeyen bir kesin kararlilik sathasini ifade

eder.

3T3-F442A onciil yag hiicrelerinin farklilasmasinda hiicre farklilagmaya
yonelimin saglamasmda Wnt sinyal yolaginin aktif olmamasi gerekmektedir. Bunun
disinda St. tarafindan uyarilabilen farklilasma siirecinde Wnt yolagi ve GSK-3f
inhibisyonu ile birlikte diger baskilayici etkenlerden retinoik asit veya TNFa
yolaklarmin da etkinsizlestirilmesi gerekmektedir (61). GSK-3B inhibisyonu,
farklilagsmamis durumdaki 3T3-F442A hiicrelerinin C/EBPa ve PPARy adipojenik
transkripsiyon faktorlerinin uyarimini bloke eden Wntl0 sinyal yolagmi aktive
ederek etkisini gostermektedir (62, 63). St.’nin GSK-3B aktivasyonunu Ser21/9
dizilerindeki fosforlanmay1 azaltarak neden oldugu diisiiniilmektedir (64). GSK-
3B’nin aktivitesini C/EBPB’y1 Thr179 ve Serl84 dizilerinden fosforlayarak klonal
genisleme sirasinda C/EBPB’nin DNA’ya baglanmasmi ve dolayisi ile C/EBPa ve
PPARy gibi farklilagma i¢in ihtiya¢ duyulan genlerin transkripsiyonuna saglayarak
gostermektedir (65, 66, 67, 68).

3T3-F442A hiicrelerinin St. muamelesini takiben 40-48 saat sonra farklilasma
icin kararlilik durumlarin1 geriye doniislimsiliz olarak tamamlanmaya basladiklar
goriilmektedir. ppary2 geninin uyarim safhasindan sonraki erken donemde fakat
yonelimin kararli olmasmdan 6nce ifade edildigi bilinmektedir. Buna karsin cebpa
kararlilik sathasmin bitiminde dahi hala yiiksek oranda ifade edilmektedir. Ayrica
ppary2 gen ifadesinin St-Dex ile muameleyi takiben 4 saatte azaldigi ve daha
sonrasinda St-Dex inkiibasyonu baslangicindan sonra sadece 8 saat i¢ginde yaklasik
300 kat keskin bir artis gosterdigi belirlenmistir. cebpa ifadesinin ise St-Dex
uyarisini takiben ilk 24 saatte bazal seviyede seyrettigi fakat 24-48. saatlerde yani

kararliligin geriye doniisiimsiiz kilindig1 sathada arttig1 goriilmiistiir (32).

Bu ¢aligmalar Horike ve arkadaslarmi SIK2 aktivitesi ve miktarindaki artisi
tespit ettikleri obez tip 2 diyabet farelerin yag hiicrelerinde ve 3T3-L1 hiicreleri ile
gerceklestirdikleri in vitro farklilasma modellerindeki bulgulari ile birlikte ele

alindiginda SIK2’nin adipogenez i¢in 6nemli bir gen olabilecegini isaret etmektedir.
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2. Materyal ve Yontem

2.1.1 Kimyasal Maddeler

DMEM (ATCC, 30-2002), Fetal Bovin Serum (Hyclone, SV30160.03), 10X
PBS Dulbecco’s (Gibco, 14190-094), Penisilin/Streptomisin (Gibco, 15140-122),
10X Trypsin-EDTA (Sigma, T4049), Dimetil siilfoksit (Sigma, D5879), Sodyum
bikarbonat (Sigma, S8875), Sodyum kloriir (Sigma, S3014), Sodyum asetat (Sigma,
S2889), D-glikoz (Merck, 108337), Potasyum kloriir (Sigma, P5405), Lipid RNeasy
Mini izolasyon Kiti (Qiagen, 74804), High pure RNA izolasyon kit (Roche, 11 828
665 001), Oil Red O (Sigma, 00625), IBMX (Applichem, A0695), DEX (Sigma,
A2153), Insiilin (Sigma, 12643), Staurosporine (Invitrogen, PHZ1271), Transcriptor
High Fidelity cDNA Sentez Kit (Roche, 05 081 955 001), FastStart Universal SYBR
Green Master (ROX) (Roche).

2.1.2 Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkiibatorii (Thermo Fisher), Isik mikroskobu (Optech Inverted
Microscope), Sicak su banyosu (Memmert), 2-200ul Mikro pipetér ve uglari
(Gilson), 200ul Multipipetor (Gilson), Elisa Reader (ELx800, Universal Microplate
Reader, BIO-TEK Ins.), Santrifiij (Beckman coulter microfuge 18, Niive NF 800),
Laminar kabin (Herasafe), Otoklav (Hirayama, Hiclive, HVE-50), Buzdolabi (+4°C ,
-20°C ve -80°C derin dondurucu), Sivi azot tanki (Union Carbide), Manyetik
karistirici (Isolab), Vorteks (VWR), Pipet tabancasi, Kiiltiir kaplar1 (Orange, Iwaiki ),
15 ml ve 50 ml Santrifiij tiipleri (Orange), Dondurma tiipleri, Petri kaplar1 (Orange),
Thoma lami (Burker-Turk), Enjektor (5-20cc) (Set), Cam pipet ve pastor pipetleri
(Iso-Lab), 0.22 um’lik siringa filtresi (Schleicher&Schuell), 0.22 pm’lik, 150 ml
hacimli vakum filtresi (Milipore), 1.5ml’lik ependorf tiipleri (VWR), 2ml’lik
ependorf tiipleri, Termal dongii cihazt (BioORAD), Gergek zamanli termal dongii
cihaz1 1Q5 (BioRAD), Floresans mikroskobu (Nikon Eclipse Ti), Vilber Lourmat
goriintiileme sistemi (Darkroom-CN-3000).



22

2.1.3 Kullanilan Soliisyonlar

1X Tripsin-EDTA Soliisyonu: 5 ml, 10X Tripsin-EDTA soliisyonuna 45 ml
Puck’m Salin A soliisyonun ile seyreltilmis, ardindan 1 M NaOH ve 1M HCI

kullanilarak pH’s1 7.4’e dengelenmis ve rutin kullanim igin depolanmustir.

1 M NaOH: 4.0 g NaHCOs steril distile suda ¢oziilerek toplam hacim 100 ml’ye
tamamlanmistir. Sollisyon 0.22 um por caph filtre ile steril edilerek +4°C’de

saklanmustir.

2N HCI : %37°1ik stok soliisyonu halinde bulunan HCI’den 16,6 ml alinarak distile
su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Soliisyon 0.22 pm por caph

filtre ile steril edilerek +4°C’de saklanmustir.

1X Stok Medyum: Hiicrelerin sivi nitrojende uzun siire saklanmasi igin, 5 ml
DMSO, 45 ml FBS’ye eklenerek % 10’luk stok medyum yapilmis ve +4°C’de

saklanmustir.

10X PBS (Phosphate Buffered Saline): 1,37 M NaCl, 15 mM KH,PO,4, 81 mM
NaH;PO,4 ve 27 mM KCI son hacim 500 ml olacak sekilde distile suda ¢6ziilerek
hazirlanmigtir. 0,22 um filtreden gecirilerek steril edilmistir. 1:10 oraninda

seyreltilerek (1X PBS) seklinde kullanilmak iizere +4°C’de saklanmustir.

RNaz’siz su: 1 litre dH,O igine 1ml DEPC eklenerek koyu renkli sisede oda
sicakliginda gece boyu karistirildiktan sonra 121°C’de 20 dakika otoklavda steril

edilmistir.

10X MOPS tamponu: 200 mM MOPS, 50 mM Na acetate, 10 mM NaOH son
hacim 500 ml olacak sekilde steril edilmis DEPC’li suda ¢oziilerek tekrar 121°C’de
20 dakika otoklavda steril edilmistir.

1X RNA yiiriitme tamponu: 100 ml 10X MOPS tamponu, 20 ml %37 formaldehit
(12,3 M), 880 ml DEPC’li su eklenerek oda sicakliginda saklanmastir.
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Formaldehit Jel (% 1,2) : 0,6 gr agaroz 5 ml 10X MOPS tamponu igine eklenip son
hacim 50 ml olacak sekilde DEPC’li su eklendikten sonra isitilarak tamamen
¢oziinmesi saglanmustir. Sicaklik 65°C’ye diistiigiinde 900 pl %37 formaldehit

eklenmis ve en son olarak 7,5 ul (1mg/ml) EtBr eklenip dondurulmustur.

IBMX: 0.00115 gr IBMX, 100 pul 0.5 N KOH i¢inde ¢6ziilmiis, 10 ml mediuma 100
ul eklenerek final konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde kullanilmistir. IBMX

soliisyonu her deney i¢in taze olarak hazirlanmistir.

DEX: 10 mM stok hazirlanirken, 0.04 gr DEX, 10 ul %100 EtOH’de ¢oziilmiis ve -
20°de saklanmistir. Calisma soliisyonu igin ise ana stok, 1X PBS ile 1 mM olacak
sekilde seyreltilmistir. Final konsantrasyonu 1 uM olacak sekilde besi yerine

eklenerek kullanilmustir.

Insiilin: 0,01 gr insiilin 0.02 M HCI’de ¢dziilmiis (0.02 M HCI hazirlamak igin 16.6
ul %37 HCI (12 M) + 983.4 ul dH,O kullanilmistir), uyarici besi yerinde 1:1000

oraninda, final konsantrasyonu 5 ug/ml olacak sekilde kullanilmustir.

MDI: Farklilagsma i¢in kullanilan karisim, hazirlamis oldugumuz IBMX, Dex ve
Insiilin stok soliisyonlarmin ilk olarak bir miktar besi yeri ile birlikte 0.22 mikron
filtre ile sterilizasyonu takiben final konsantrasyon dikkate alinarak 3T3-L1 besi

ortamiin hazirlanmasinda kullanilmustir.

Staurosporine: Bir Tirozin ve Ser/Treonin protein kinaz inhibitérii olan
Staurosporin konsantrasyonu 215 puM olacak sekilde DMSO (25 mg/mL)’da
¢Oziilmiis, hazirlanmis stok soliisyon 10-20 ul alikotlar halinde -20°C’de
saklanmigtir. Daha sonra ¢alisma soliisyonu olarak, besiyeri iginde 1:100

seyreltilerek, final konsantrasyon 20 nM olacak sekilde kullanilmistir.

Oil Red O stok soliisyon: 0,7g. Oil Red O 200 ml isopropanol i¢inde gece boyu
karstirilarak ¢dziinmesi saglanir, daha sonra 0,2 pM filtreden gegirilerek +4°C’de

1s1ktan korunarak saklanir.
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Oil Red O ¢alisma soliisyonu: Oil Red O 3:2 oraninda dH,0 ile Karistirilip oda
sicakliginda 20 dk. bekletildikten sonra ve 0,2 uM filtreden gecirilerek kullanilir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Hiicre Kiiltiirleri

2.2.1.1. Alt Kiiltiirleme

Pek cok hayvan hiicre hatt1 plastik ya da cam yiizeye yapisarak, tek bir hiicre
tabakas1 oOlusturacak sekilde biiyiimektedir. Yiizey hiicrelerle tam olarak
kaplandiginda (confluent culture) biiylime Once yavaslar, sonra durur. Hiicrelerin
bliyimeye devam etmesi i¢in diizenli araliklarla alt kiiltiirleme (subculturing)
yapilmast gerekmektedir. Alt kiiltiirleme, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat arasindaki
baglarin tripsin, dispaz ya da kollagenaz gibi proteolitik enzimlerle kirilmasini
gerektirir. Birbirlerinden ve tutunduklar1 yiizeyden ayrilmis hiicreler sayilir, istenilen
diliisyon yapilarak taze besi yeri igeren yeni kiiltlir ortamina (flask, petri kab1 vs.)
alinir. Yeni kiltiir kabinda hiicreler 6nce yiizeye tutunur, daha sonra biiylimeye ve
boliinmeye baslar. Baslangigta eklenen hiicre sayisina, kiiltiir kosullarma ve hiicre
hattina bagli olan inkiibasyon zamanimnin sonunda kiiltiir, yeniden konfluent hale gelir

ve alt kiiltiirleme (pasajlama) tekrarlanir.

3T3-L1 (CL-173™ ATCC) énciil yag hiicrelerinin olgun yag hiicrelerine
farklilasma deneylerinde kullanilabilmesi dikkatli alt kiiltiirleme gerektirmektedir.
Hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini koruyabilmesi i¢in bir¢ok hiicreden farkli olarak
3T3-L1 hiicrelerinde alt kiiltiirleme, %60-70 konfluent durumunda yapilmalidir, aksi
takdirde kontak haline geg¢mesi (hiicrelerin fiziksel temasi) kendiliginden

farklilagmayi tetikleyebilmektedir.

Adipojenik karigim ile muamele edilen konfluent 3T3-L1 6nciil adipositler son
olarak ilk 96 saatte 2 kez daha bdliiniirler. Bu satha klonal genisleme olarak
adlandirilir ve farklilagsma igin gereklidir. Adiposit hiicresi olmaya karar vermis ve
biiylimesi durdurulan bu hiicreler 3. giinden itibaren farklilagsmaya ait gec belirteg
genlerini (6rnegin C/EBPa ve PPARY) ifade etmeye baslarlar. Bu siireyi takiben
hiicreler 5-7 giin igerisinde yag damlaciklar1 biriktirir ve olgun yag hiicrelerini

olusturmak {iizere terminal farklilasma sathasma gecgerek yaklasik iki hafta icinde
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biiyiilk yag damlaciklar1 mikroskobik olarak ayirt edilir (27, 33, 43). Besi yeri

degistirilerek olgun adipositler bir ay siiresince kiiltiirde tutulabilir.

Calismada % 60-70 konfluent haldeki kiiltiirler i¢in rutin olarak yapilan alt
kiiltiirlemede izlenen protokol su sekildedir; Kiiltiirdeki besi yeri uzaklastirilir, 1X
PBS ile yikama yapilir, 1X tripsin-EDTA ile muamele edilen hiicreler 37°C, % 5
CO; inkiibatoriinde hiicreler yiizeyden ayrilana kadar, 1-2 dakika inkiibe edilir, taze
besi yeri kullanilarak enzimatik reaksiyon durdurulur ve hiicre siispansiyonu falkon
tiiplere alinir, 1000 rpm’de, 3 dakika santriflij edilerek hiicreler ¢oktiiriiliir, olusan
hiicre peleti taze besi yerinde ¢6ziildiikten sonra bir miktar 6rnek almarak hiicre
saymmi yapilir. 3T3-L1 hiicre hatti i¢cin DMEM besi yerinde 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde hiicre ekimi yapilir ve hiicreler % 5 CO,, nemli CO, inkiibatériinde, 37°C°de
biiyiitiiliir. Hiicreler biiylime yiizeyini %70 kapladiginda 1:10 alt pasajlama

yapilarak deney protokoliine uygun olarak farklilagma i¢in kullanilir.

2.2.1.2 Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi ve Dondurulmus

Hiicrelerin Coziilmesi

%60-70 konfluent durumdaki hiicreler, tripsin muamelesi ve pelet olusumunu
takiben, 1x10° hiicre/ml olacak sekilde % 10 DMSO (Dimetil Siilfoksit) igeren besi
yerinde silispanse edilir ve siispansiyon 2.0 ml’lik kriyo tiiplere alindiktan sonra
ATCC’nin bu hiicreler i¢in 6nerdigi sivi azot tankinin buhar fazmda uzun siire

depolanabilir.

Dondurulmus hiicreleri ¢ézme islemi ise 37°C su banyosunda yapilmustir.
Yaklasik 90 saniyede yar1 ¢oziinmiis haldeki hiicre siispansiyonu %10 DMSO’yu
uzaklastirmak amaci ile i¢inde 9 ml DMEM besi yeri bulunan falkon tiipe aktarilarak
1000 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Slipernatant vakum ile uzaklastirildiktan sonra taze
besi yeri ile yeniden siispanse edilir. Hiicreler yeni petri kabina aktarildiktan sonra
yaklagik 10 ml. taze besi yeri eklenerek % 5 CO,, % 95 hava igeren, 37°C’de inkiibe

edilir. Her iki giinde bir besi ortam taze olani ile degistirilir.



27

2.2.1.3 Hiicre Sayim

Hicreler alt kiltiirleme  igin  tripsin  ile  kaldirildiginda  hiicre
stispansiyonundan 20 pl alinarak 20 pl tripan mavisi ile karigtirilmig ve thoma lam1

kullanilarak hiicre miktari tayin edilmistir.

2.2.2 Adiposite Farklilasma Deneyi

Adipojenik karigim (MDI) ile muamele edilen konfluent 3T3-L1 onciil
adipositler es zamanh olarak farklilasabilmektedir. En yiiksek farklilagma, hiicre ici
cAMP seviyesini arttiran insiilin (glukokortikoid) ajaninin muamelesi ve fetal bovin
serum (FBS) ile elde edilmistir. Sentetik glukokortikoid uyarant Dekzametazon
(DEX), glukokortikoid reseptdr yolagini stimiile etmek igin kullanilmaktadir. cAMP-
fosfodiesteraz inhibitorii olan Metilisobiitilksantin (MIX), cCAMP-bagimli protein
kinaz (PKA) yolagini stimiile etmek i¢in kullanilmaktadir. Adipojenik uyariy1 takip
eden 3 giin i¢inde hiicreler son olarak klonal genisleme olarak adlandirilan son iki
mitotik boliinmeye ugradiktan sonra hiicre dongiisiinden ayrilarak farklilasma igin
uygun hale gelirler. Adiposit hiicresi olma kararliligindaki bu hiicreler 3. giinden
itibaren farklilasmaya ait geg belirte¢ genleri olan C/EBPa ve PPARy genlerini ifade
etmeye baslarlar. Bu siireyi takiben hiicreler 5-7 giin igerisinde yag damlaciklari
biriktirir ve olgun yag hiicrelerini olusturmak tizere terminal farklilagsma gecirmeye
baslarlar. Bu safhada olgun adiposit genlerini (perilipin, HSL) ifade ederler (27, 33,
43).

3T3-L1 onciil adipositlerin farklilasmasi igin yogun sekilde kullanilan protokol
su sekildedir; bir ka¢ giin 6nceden uygun hiicre yogunlugunda baslatilan 3T3-L1
onciil adipositlerin %100 konfluent olduktan 48 saat sonra besi yeri, farklilagsmay1
uyarmak i¢in MDI igeren besi yeri ile degistirilir (0. giin), iki giin farklilasma besi
yerinde bekletilen 3T3-L1 hiicreleri 5 pg/ml insiilin igeren koruyucu besiyeri ile yer

degistirilir. Bu her iki giinde bir tekrarlanarak 16. giine kadar tekrar edilir.
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2.2.3. Staurosporin Etkin Konsantrasyon ve Siire Tayini

3T3-L1 onciil adiposit hiicreleri, kardes hiicre hatti olan 3T3-F442A
hiicrelerinde daha o6nce rapor edilen etkin 11 nM St. konsantrasyonunu tatbik
edilebilirligini belirlemek i¢in farkli St. konsantrasyonlarinda farklilasmanin
maksimum toksik etkinin ise minimum oldugu noktalar saptanmistir. Bu amagla

3T3-L1 hiicreleri farkli St. konsantrasyon ve siirelerde olmak iizere 96 kuyucuklu

ylizeye 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmstir.

Tablo 2.1. Staurosporin etkin konsantrasyon (A) ve siire (B) tayini.

A 5nM St. 10nM St. 20nM St. 30nM St. 40nM St. Kontrol
6 saat 6 saat 6 saat 6 saat 6 saat 1.Kontrol
6 saat 6 saat 6 saat 6 saat 6 saat 2.Kontrol
12 saat 12 saat 12 saat 12 saat 12 saat 3.Kontrol
12 saat 12 saat 12 saat 12 saat 12 saat 4.Kontrol
B)
20nM St. 20nM St. 20nM St. 20nM St. Kontrol
24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 1. kontrol
24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 2. kontrol

96 kuyucuk formatinda hiicrelere Tablo 2.1°de gosterilen siire ve
konsantrasyonlarda St. eklenmistir. Hiicreler 8. giin sonunda Oil Red O ile boyanarak
151k mikroskobu ile goriintiilenmistir. Buna paralel olarak Oil Red O’nun maksimum
absorbans gosterdigi 490 nm’de absorbans degerleri belirlenmistir. Her bir
konsantrasyon ve siire aralig1 iki kez tekrarlanmis olup biiylime egrileri, Microsoft

Excel programi kullanilarak, veriler arasindaki iliski analiz edilmistir.

2.2.4. MDI, St. (20nM) ve MDI+St. (20nM) Uygulanmis 3T3-L1

Hiicrelerinde Adipoz Farklilasmasimin Karsilastirilmasi

24 kuyucuklu formatta 3T3-L1 hiicrelerinde olusan farklilasma oranmni
belirlemek amaci ile ilk olarak yag birikimini nicel olarak analiz edebilmek i¢in
hiicrelere 0. giinde MDI, St. (20nM) ve MDI+St. (20nM) maddeleri eklenmistir.

Swrast ile %100, %100 + 2.giin (0. giin), 2.giin, 4. giin, 8. glin ve 16. giinlerde
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hiicreler sayilmig, Oil Red O boyama yapilip 490 nm’de absorbans degerleri

Olgtilmiis, veriler Excel galisma programu ile analiz edilmistir.

Tablo 2.2. Adiposit farklilagmasinda madde uygulama zaman dilimleri.

-2.giin (%100 0.giin

2. giin 4. giin 8. giin 16. giin
konfluent) (%100+2.giin)

Adipojenik
olmayan Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol

besiyeri

Adipojenik
olmayan MDI Insiilin (Gug/ml) | Insiilin (5pug/ml) | Insilin (5ug/ml) | Insilin (5pg/ml)

besiyeri

Adipojenik o L L L
Adipojenik Adipojenik Adipojenik Adipojenik
olmayan St. 20 nM o o . .
besiveri olmayan besiyeri | olmayan besiyeri | olmayan besiyeri | olmayan besiyeri
esiyeri

Adipojenik
olmayan MDI+St.20nM Insiilin (5pug/ml) | Insiilin (Sug/ml) | Insilin (5pg/ml) | Insiilin (5pg/ml)

besiyeri

2.2.5. Oil Red O Boyama

Farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde olusmus yag damlalarin1 belirlemek
amaci ile diger boyalara gore yag iginde daha ¢abuk ¢6ziinebilen ve trigliseritlere
baglanma 6zelligi bulunan Oil Red O boyama teknigi kullanilmistir. Boyama islemi
icin, farklilasmanin tamamlandigi 16. giinde ortamdaki besi yeri ¢ekilir ve %10
formaldehit iceren PBS eklenerek oda sicakliginda 5 dak. beklenir, %10 formaldehit
iceren PBS cekilir. Bu islem yeniden tekrar edilir fakat bekletme siiresi en az 1 saat
stirdiiriiliir. Her bir kuyucuk %60 isopropanol ile yikanir, hiicreler oda sicakliginda
veya 50°C’de tamamen kuruyuncaya kadar beklenir. Taze olarak hazirlanmis olan
Oil Red O boyasi eklenir ve oda sicakliginda 10 dak. beklenir, her bir kuyucuk 4 kez
dH,0 ile yikanir. Hiicrelerin bulundugu yilizeyin tamamen kurumasi beklendikten

sonra olusan yag damlaciklar1 floresan veya 151k mikroskobu ile goriintiilenebilir.
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Yag damlaciklarina baglanan Oil Red O miktar1 yagin miktar1 ile dogru orantil
oldugundan 490 nm’de 6lgiilen Oil Red O miktar1 dogrudan farklilagsma hakkinda
bilgi verir. Absorbans degeri 6l¢iimii i¢in %100 isopropanol eklenir ve en az 10 dak.

beklendikten sonra ELISA okuyucu’da 490 nm’de absorbans degerleri belirlenir.

Tablo 2.3. Oil Red O boyamada kullanilan kimyasal miktarlar1.

Plate Formalin %60 izopropanol Oil Red O %100 izopropanol
24 well 500 ul 500 ul 200 pl 750 pl
12 well 1ml 1ml 400 pl 1,5 ul

6 well 2,4ml 2,4ml 1ml 3,6 ml

2.2.6. Total RNA Izolasyonu

SIK2 ifadesine ek olarak adiposit farklilasma markorii olarak bilinen 6zgiin
birincil (C/EBPP) ve ikincil (C/EBPa, PPARY) genlerin ifade diizeylerinin RT-PCR
yontemi ile nicelik olarak analiz edilebilmesi i¢in Oncelikli olarak, 3T3-L1
preadipositler farklilasma deneyleri i¢in her bir 10 cm petride 1x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmis ve Tablo 2.2.’deki protokole uygun olarak hiicrelere 0. giinde
MDI, St. (20nM), MDI+St. (20nM) veya hi¢bir madde igermeyen kontrol grubu 48
saat muamele edildikten sonra sadece MDI ve MDI+St. uygulanan gruplar insiilin
iceren besi ortamu ile her iki giinde bir tazalenerek 16 giin boyunca farklilagmaya tabi
tutulmuslardir. Kontrol ve St. grubu ise insiilin igermeyen normal besi yerinde ayni
sekilde tutulmustur. Besi yeri her iki giinde bir 16. giine kadar degistirilmistir. Tablo

2.4.’de gosterilen zaman dilimlerinde total RNA izolasyonu yapilmustir.
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Tablo 2.4. Total RNA izolasyonu yapilan zaman dilimleri. Farklilasma deneyi
icinde dort grup yer almaktadir. Sirasi ile 0. Giin olarak tabir edilen safthada kontrol
grubuna sadece normal besi yeri, 2. 3. ve 4. guruba ise MDI, MDI+St. veya St.
eklenerek 48 saat, 37°C, %5 CO; iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir ve
ardindan sadece MDI ve MDI+St. uygulanan gruplar insiilin igeren besi ortamu ile
her iki glinde bir tazalenerek 16 giin boyunca farklilagmaya tabi tutulmuglardir.
Kontrol ve St. grubu ise insiilin igermeyen normal besi yerinde ayni sekilde
tutulmustur. Belirtilen tiim zaman araliklar1 icin total RNA izolasyonlar1 cDNA
sentezlerinde kullanilmak tizere yapilmistir.

Madde Ekleme

Kontrol

MDI

MDI+St.

St.

113

-2.glin 0.giin 2.gin 4.gin 8.glin  16.glin

Cogu hiicre tipinde total RNA’nin yaklasik % 80’ini rRNA’lar olusturur, kalan
RNA’nin ¢ogunu tRNA’lar ve mindr kismini da mRNA’lar olusturur. Bu yiizden
total RNA igerigi aslinda her bir hiicrenin ribozom sayisinin bir gostergesidir ve
hiicrenin potansiyel translasyonunu yansitir. Yikilmamis saglam total RNA’da 28S
ve 18S rRNA orani 2:1 gibidir ve agaroz jelde parlak ve net bir goriintii ile ayirt
edilirler. Ayrica bu iki net bant diginda smear olugsmamasi da RNA kalitesi a¢isindan

Onemlidir.

RNA izolasyonunda ilk olarak hiicreler lizis tamponu ile parcalanir ve es
zamanl olarak RNA yikimima neden olan niikleazlar inhibitor varhgi ile yok edilir.
Niikleik asitler kolona baglanir ve geride kalmis olabilecek DNA, DNaz I ile kesilir.
RT-PCR i¢in inhibitér olabilecek kontaminantlardan kurtulmak icin kolona bagl
durumda olan niikleik asitler, 6zel inhibitdr ¢ikarici tamponlari ile yikanir. Ortamda

bulunan tuz, protein ve diger hiicre kirliliklerinden, kolona bagli olan RNA’y1
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ayrrmak icin tekrar yikama yapilir. Son olarak RNA kolondan ddH,O kullanilarak

ayristirilir ve kullanilmak iizere -80°C’de saklanr.

Farklilasmay1r miiteakip hiicrelerde yag icerigine bagli olarak, deney
gruplarinda iki farkli RNA izolasyon kitinin kullanimi tercih edilmistir. Yag
sentezinin heniiz mikroskobik olarak saptanmadigi MDI, St ve MDI+St. deney setleri
icin -2, 0 ve 2. giin ve kontrol grubunun tamaminda high pure RNA izolasyon kiti
kullanilmustir. izlenen protokol su sekildedir; -2. giin, 0. giin ve 2. giine ait daha ¢ok
morfolojik olarak fibroblast 6zelligi gosteren ve yag damlacigi icermeyen adiposit
olma kararinda 3T3-L1 hiicreleri 1X Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilmis, 1200
rpm’de 4 dak. santrifiij edildikten sonra {ist siv1 uzaklastirilarak olusan pelet tizerine
200 pl RNAaz igermeyen 1XPBS eklenerek siispanse edilmistir. Daha sonra
hiicreleri parcalamak amaci ile 400 pl lizis tamponu eklenerek 15 sn. siire ile
vortekslenmistir. Olusturulan hiicre sitoplazmik eriyigi RNA baglanma kolonuna
aktarilarak 8000xg’de 15 sn. santrifiij edilmistir. DNA kontaminasyonunu yok etmek
icin 90 ul DNaz inkiibasyon tamponu + 10 pul DNaz I = 100 pl kolona eklenerek 15
dak. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Son olarak kolonlar etanol ile bir kac¢ kez
yikandiktan sonra, 1,5 ml. ‘lik yeni bir epandorfa almip kolon iizerine 60 ul ddH,O
eklenip 1-2 dak. beklendikten sonra 8000xg’de 1 dak. santrifiij edilmistir (Tim
santrifiijler oda sicakliginda yapilmistir.). RNA’lar kantitatif miktar tayinleri OD g0
saptandiktan sonra niteliksel Ozellikleri i¢in agaroz jel ile analiz edilmistir. RNA

ornekleri cDNA sentezi i¢in kullanimlarma kadar -80°C’de saklanmustir.

3T3-L1 hiicrelerinde farklilasmanin ve yag damlalarinin olusumu, High Pure
RNA Izolasyon Kitinin yaglar1 uzaklastrmaya yonelik fenol saflastirmasi
icermemesi nedeni ile yag damlalarinin yogun olarak gozlendigi 4. giin/ 8. giin/ 16.
giin RNA izolasyonlar1 i¢in sorun olusturdugu i¢in Qiagen Lipid RNeasy Mini
[zolasyon Kiti kullanilmigtir. Bu amagla high pure RNA izolasyonunda oldugu gibi
ilk olarak hiicrelerin ¢okeltilmesi ile elde edilen pellet iizerine fenol iceren 1 ml
Qiazol eklenerek hiicreler 15 saniye vortekslenmistir. Fenollii hiicre icerigi 2ml’lik
ependorf tiipe alinip oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmis daha sonra {izerine 200
ul kloroform eklenip 15 saniye vortekslenmis ve yeniden oda sicakliginda 2-3 dakika
beklenmistir. +4°C’de 12000 xg 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz ¢ekilip
yeni 2 ml’lik tiipe aktarilmistir. Esit miktarda RNAaz free %70 EtOH eklenip birkag
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kez calkalanarak siispanse olmasi saglanmistir. Olusan siispansiyon RNA kolonuna
yiiklenerek 8000xg 15 sn santrifiij edilmistir. Kolona, guanidin tiosiyanat i¢ceren 700
pul RWI1 eklenmis 8000 xg’de 15 sn santrifiij edilmistir. Kolon 2 kez etanol iceren
500 ul RPE ile yikandiktan sonra yeni bir tiipe aktarilarak 14.000rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir. RNA’lar son olarak 1,5 ml’lik tiipe aktarilarak 60 pl ddH,O ile
kolondan geri kazanilmistir. Bir dnceki RNA izolasyonu protokoliinde oldugu gibi,
elde edilen RNA o6rneklerinin OD2go Ve FA agaroz jel analizleri yapildiktan sonra
-80°C’de saklanmustir.

Elde edilen RNA o6rneklerinin Slglimleri Azgo Ve Aggp absorbans degerlerinde
yapilmistir ve blank olarak RNA’lar1 ¢6zmek i¢in kullanilan DPEC ile muamele
edilmis su kullanilmistir. Elde edilen total RNA’larin ortalama Agzsoso= 1,8-2,1
degerleri arasinda olmasi nitelik olarak kaliteli ve saf olarak elde edilmis RNA’y1

isaret etmektedir.

OD2g0 degerleri kullanilarak RNA miktarlar1 (ng/ul)= 40 X Azso X 90 (diliisyon
faktorii) formiiliine gore hesaplanarak bir sonraki cDNA sentezi i¢in kullanilacak

RNA miktarlar1 belirlenmistir.

2.2.7. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche)
kullanilmistir. cDNA sentezinde her bir reaksiyon i¢in PCR tiipiine 1 pl oligo (dT) ve
ilgili ornekten 500ng total RNA eklenmis ve final volim 11,4 pl olacak sekilde
dH,0 ile tamamlanmgtir. Bu 6nciil karisim 65°C’°de 10 dakika inkiibasyon sonrasi
hemen buza alinmistir ve daha sonra 5X ters transkriptaz tamponu, RNaz inhibitorii,
DTT ve son olarak Ters Transkriptaz enzimi eklenerek 50°C’de 30 dakika ve
ardindan 85°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Hemen buza alinan ¢cDNA 6rnekleri
daha sonra kantitatif RT-PCR deneylerinde kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustr.
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2.2.8. Kantitatif RT-PCR

3T3-L1 6nciil adiposit hiicrelerinde farklilasmanin uyarilmasini takiben SIK2
MRNA seviyesinin ilk bir saat igerisinde artmaya basladigi ve sonra bir miktar
azalarak devam ettigi bilinmektedir. Horike et. al., SIK2’nin 6zellikle db/db farelerin
yag dokusunda yiiksek miktarda bulundugunu ve aktivite gdsterdigini ortaya
koymuslardir. SIK2’nin 3T3-L1 farkhlagmasinin erken cevap genlerinden C/EBPf3
ve C/EBPS ile benzer bigimde ilk 24 saatte artis gosterdigi bildirilmistir. Ayrica yine
bu hiicrelerde ikincil cevap genleri olarak bilinen C/EBPa ve PPARy mRNA
seviyelerinin ise 2.-4.giin arasi yiikselmeye basladigi rapor edilmistir. Bununla
birlikte 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagma siirecinde, SIK2’nin bu genlerin ifadeleri ve

dolayisi ile farklilagsma iizerine etkisini gosteren bilgilerimiz eksik ve yetersizdir.

Bu ama¢ dogrultusunda SIK2 aktivitesinin 6zgilin inhibitorii olan Staurosporin
kullanilarak bu aktivite eksikliginin farklilagsmaya 0zgii yukarida bahis edilen gen

ifadeleri tizerine etkisi kantitatif RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir.

Bunun disinda farklilasma morfolojik olarak Oil Red O boyama ile gorsel
acidan ve spektroskopik olarak biyokimyasal agidan nicel olarak analiz edilmistir.
Farklilasmanm farkli safhalarinda elde edilen total RNA’lardan sentezlenen
cDNA’larin test edilmesine yonelik olarak 3T3-L1 hiicrelerinde ifade edilen SIK2

geninin 6zgll primerleri ile cogaltilmasi yoluna gidilmistir.

Tablo 2.5. Kantitatif RT-PCR yapilan SIK2, PPARy ve B-aktin genlerinin 6zgiil primerleri.

ileri Primerler Geri Primerler
SIK2 5’- TCCAAGACCTTTCGAGCAGT 5’-GGAAGAGTCGCTTCTGTTGG
PPARy 5’>-ATGGAAGACCACTCGCATTC 5-AACCATTGGGTCAGCTCTTG

B -aktin 5’-TGATCCACATCTGCTGGAAG 5’-TTGCTGACAGGATGCAGAAG
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SIK?2 aktivitesinin kimyasal inhibitoriiniin varliginda farklilagma i¢in uyarilan
3T3-L1 hiicrelerinde SIK2 ve PPARy gen ifadeleri lizerine etkisini analiz etmek
amac1 ile kantitatif RT-PCR kullanilarak farklilasmaya 0zgiin genlerdeki ifade
degisiklikleri goreceli olarak AACt metodu kullanilarak analiz edilmistir. Kisaca,
cDNA’lar 1:10 oraninda seyreltildikten sonra total voliim 25 pl olacak sekilde,
SYBR green 12,5 pl, Ileri primer 1 ul (0,5 pM), Geri primer 1 pl (0,5 uM), dH,0 9,5
ul, reaksiyonu kullanilarak, kuyucuk sayist ile c¢arpilacak karisim olarak
hazirlanmistir. En son olarak ¢cDNA 1 pl eklenerek 1Q5 (BioRad) gergek zamanli
termal dongii cihazi kullanilarak olusan veri analizleri BioRad iQ5 optik sistem

yazilimi 2.0 ve Microsoft Excel’de analiz edilmistir.

Referans gen olarak B-aktin kullanilmistir. PCR verimliliginin belirlenmesi
icin standart olarak B-aktin bir seri seyreltme yapilarak (1, 10%, 102, 10%, 10%, 10°)
belirlenmistir. B-aktin i¢in E= %95 (1,95) korelasyon katsayisi (R?) ise 0,96 olarak
elde edilmistir. Analizlerde hi¢cbir madde icermeyen kontrol grubu kalibrator olarak
kullanilarak SIK2 ve PPARy gen ifadelerindeki goreceli degisiklikler bulgular

boliimiinde gosterilmistir.

Kantitatif RT-PCR’da kullanilan igeriklerde olabilecek istenmeyen
kontaminasyonlar1 test etmek amaci ile cDNA icermeyen kontrol her plate i¢in ayrica
hazirlanmistir. Son olarak biitiin degisimler -2 veya 0. giine normalize edilerek artma

veya azalma seklinde grafiklerde yer almistir.

Tablo 2.6. Kantitatif RT-PCR’da kullanilan dongii programu.

95°C 3 dakika
94°C 10 saniye
57°C 20 saniye
72°C 1 dakika 40 dongii
95°C 1 dakika
55°C 1 dakika
55°C 10 saniye 0,5°C (sicaklik artma sekmesi) ] 77 déngii
93°C
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2.2.9 C/EBPp ve C/EBPao’min Yar1 Kantitatif RT-PCR Analizleri

Hem incelenmek istenen C/EBPf ve C/EBPa hem de normalize etmek icin f3
-aktin genleri kantitatif RT-PCR deneyinde kullanilan ¢cDNA 6rneklerine 6zgiin
primerler (Tablo 2.7.) kullanilarak farkli dongii sayilarinda ¢ogaltilarak agaroz jelde
gortintiilenmistir. C/EBPB ve C/EBPa PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi
sonrasinda Vilber Lourmat Dijital Jel Goriintiileme Sistemi ile dansitometrik olarak
Olgimleri yapilmis ve referans gen olarak B-aktin geni kullanilmustir. EtBr ile
boyanmis jel goriintiisiiniin yogunluk 6l¢timleri 6nce kendi pozitif kontrolii olan [ -
aktin ile oranlanmis daha sonra her bir deney grubu (MDI, St ve MDI+St.) kontrol
grubuna goreceli degisim olarak grafik analizleri Microsoft Excel programi ile

yapilmistir. Her bir deney en az iki kez tekrar edilmistir.

Tablo 2.7. Yar1 kantitatif RT-PCR yapilan C/EBPf, C/EBPa ve B-aktin genlerin 6zgiil
primerleri.

ileri Primerler Geri Primerler

C/EBPB | 5°- GGTTTCGGGACTTGATGC 5’-TTACACGTGTGTTGCGTCAG

C/EBPa | 5-TAGGTTTCTGGGCTTTGTGG | 5’-GGATGGATCGATTGTGCTTC

B - aktin | 5>-TGATCCACATCTGCTGGAAG | 5’-TTGCTGACAGGATGCAGAAG
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3. BULGULAR

3.1. Staurosporin Optimal Konsantrasyon ve Siire Tayini

3T3-L1 o6nciil adiposit hiicreleri birkag giin yiizeyi tamamen kaplamalarma izin
verildikten 48 saat sonra normal besi yeri, belli konsantrasyon ve siirelerde
Staurosporin igeren uyarici besi yeri ile degistirilmistir (Tablo 2.1). Staurosporinin
farklilagsma tizerine etkisi en kisa yoldan farklilasma ile orantili artan hiicresel yag
iceriginin spektroskopik Olciimii ile analiz edilmistir. Oil Red O 490-520nm
maksimum absorbans gostermektedir ve Elisa okuyucuda 96 kuyucuk formatinda her
bir St. konsantrasyonu i¢in ii¢ kuyucuktan elde edilen absorbans degerleri kuyucuk

sayisina boliinerek hiicrelerin ortalama trigliserit igerikleri bulunmustur.

0,05
e 0,04 -
E 0,03 - 06 saat
2 B 12 saat
(m] 0,02 T
(e]

|

0

Kontrol 5n 10 nM 20 nM 30 nM 40 nM

St. konsantrasyon

Sekil 3.1. Adiposit Farklilagsmasi i¢in Optimal Staurosporin Konsantrasyon Tayini.

20 nM St. konsantrasyonu uygulanmis hiicrelerdeki farklilagsmanin, 5 ve 10 nM
St. konsantrasyonu uygulanmis hiicrelere oranla nispeten daha fazla oldugu
belirlenmistir ve inhibitoriin toksik etkisinden dolayr 30 ve 40 nM St
konsantrasyonu uygulanmig hiicrelerde ise istenmeyen hiicre 6liimleri ve buna bagli
yag iceriginde azalma gozlemlenmistir (Sekil 3.1). Bu sonuglara dayanarak
farklilagsma deneylerinde etkin konsantrasyon olarak 20 nM St. kullanilmasina karar

verilmistir.
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6 saat 12 saat

5nM St.

10 nM St.

20 nM St.

30 nM St.

40 nM St.

Sekil 3.2. Adiposit Farklilagsmasi i¢in Etkin Staurosporin Konsantrasyon Tayininin 16.
giiniinde Oil Red O ile boyama sonrasi goriintiilenmesi (Floresan mikroskobu, 40X
bliyiitme).

Belli konsantrasyon degerlerinde St. ile muamele edilip 16. giiniinde Oil Red O
ile boyanmig 3T3-L1 adiposit hiicreleri gosterilmistir (Sekil 3.2). Sekil 3.1°de elde
edilen bulgular sonucunda, 30 ve 40 nM St. konsantrasyonunun hiicrelere toksik
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etkisi ve dolayisi ile hiicre 6liimleri olmasi nedeni ile 20 nM St. konsantrasyonu

kullanilmasina karar verilmistir.

0,025
g 002 - T T =
S 0,015 T - + e
S 001
© 0,005
0 :
Kontrol 24h 48h 72h 96h
Zzaman

Sekil 3.3. Staurosporin ile muamele siiresinin farklilagma tizerine etkisi.

Farklilagma tiizerine etkin muamele siiresinin belirlenmesi amaci ile 20 nM
Staurosporin konsantrasyonunda Sekil 3.3’de gosterilen zaman siirelerince (24/48/72
ve 96 saat) 3T3-L1 onciil adiposit hiicrelerine 20 nM St. uygulanmis ve
farklilasmanin 8. giiniinde hiicresel yag icerigini belirlemek amaci ile Oil Red O
boyama, hiicre sayimi ve 490 nm’de absorbans degerleri Olciilmiistiir. Deney
sonucunda 48 saat boyunca 20 nM St. ile muamele edilmis hiicreler 24 saat muamele
edilene oranla daha fazla farklilagsmistir. Yiiksek St. konsantrasyon ve siiresinin
hiicrelere toksik etkisinden dolay1 72/96 saat St. ile muamele edilmis hiicrelerde ise
48 saate oranla hiicre sayisinda azalma oldugu i¢in 3T3-L1 6nciil yag hiicrelerinde
farklilasmaya yonelik deneylerde 20 nM St. 48 saat siire ile kullanilmasma karar
verilmistir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).

St. 20 nM. 24 saat
Sekil 3.4. Staurosporin ile muamele siiresinin farklilagsma {izerine etkisinin 8. giliniinde Oil
Red O ile boyama sonras1 goriintiilenmesi (Floresans mikroskobu, 40X biiyiitme).
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3.2. Staurosporin’in 3T3-L1 Onciil Adiposit Hiicrelerinden

Adiposit Hiicrelerine Farklilasma Siirecine Etkisi

24 kuyucuklu formatta MDI, St. (20nM) ve bunun disinda MDI+St. (20nM)
uyarict besi yeri eklenecek sekilde deney diizenegi kurulmustur. Hiicrelerin yiizeyi
tamamen kapladig1 an -2. giin olarak adlandirilmis ve 48 saat sonraki zaman dolayisi
ile 0. giin olarak isimlendirilmistir. Bu sekilde -2. giin, 0. giin, 2. giin, 4. giin, 8. giin
ve 16. giinlerde hiicre sayimi, Oil Red O boyama ve 490 nm’de absorbans degerleri

Olglilmiis ve elde edilen veriler Sekil 3.5’de gosterilmistir.

0,6

0,5 A

0,4 O Kontrol

03 @ St. 20nM
’ B MDI+St. 20nM
0,2 B MDI

-2. glin 0. glin 2. glin 4. glin 8. glin 16. gin

OD 490 nm

Farklilagsma (guin)

Sekil 3.5. Farklilagma siiresince artan TG miktarmin Oil Red O kullanilarak spektroskopik
olarak tayin edilmesi.

Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.’da goriildigi gibi MDI, St. ve MDI+St. uygulanmis
3T3-L1 onciil yag hiicrelerinde en yiiksek farklilasma MDI uygulanmis hiicrelerde
g6zlenmistir. MDI+St. uygulanmis hiicreler sadece St. uygulanmis hiicrelere oranla
yaklasik %40 daha fazla farkhilagsmis fakat yalnizca MDI uygulanmis hiicrelere
oranla %30 daha diisiik oranda farklilasma gostermistir. 3T3-L1 hiicrelerinde
Staurosporin muamelesi ile olusturulan adiposit farklilasmasi, MDI ve MDI+St.

uygulanmis hiicrelere oranla ¢ok daha azdur.
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MDI + St 2. giin MDI + St 4. giin MDI + St 8.giin MDI + St 16. giin

Sekil 3.6. 3T3-L1 Onciil Adiposit Hiicrelerinden, Adiposit Hiicrelerine Farklilagsma
Siirecinde Oil Red O ile boyama sonrasi goriintiillenmesi (Floresan mikroskobu, 40X
biiyiitme).
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3.3. Total RNA izolasyonu

3T3-L1 hiicrelerinde, -2. giin, 0. giin, MDI, St. 20 nM ve MDI+St. 20 nM
uyarici besi yeri ekleme sonrasi 2. giin, 4. giin, 8. giin ve 16. giin Total RNA
izolasyonu yapilarak %]1,2’lik formaldehit jele yiiklendikten sonra EtBr ile

boyanarak U.V. altinda goriintiisii alimmustur.

1 2 3 4 5

28S RNA
18S RNA

Sekil 3.7. RNA izolasyonu sonrasi %1,2’lik formaldehit jel goriintiisii. 1) Kontrol 4. giin 2)
MDI 4. giin 3) St. 4. giin 4) MDI+St. 4. giin 5) MDI 8. giin.

3.4. cDNA Kontrolii

Sentezlenen cDNA’larin test edilmesine yonelik olarak 3T3-L1 hiicrelerinde
ifade edilen SIK2 geninin 6zgiil primerleri ile cogaltilarak %1,5’lik agaroz jel

goriintiisii Sekil 3.8’de gosterilmistir.

1 2 3 4567

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 3.8. cDNA’larm test edilmesine yonelik 3T3-L1 hiicrelerinde ifade edilen SIK2
geninin 6zgiil primerleri ile ¢ogaltilip %1,5’lik agaroz jel goriintiisii. 1) Kontrol 2.giin 2)
Kontrol 4.giin 3) Kontrol 8.giin 4) Kontrol 16.giin 5) MDI 2.giin 6) MDI 4.giin 7) MDI 8.giin
8) MDI 16.giin 9) St. 20nM 2.giin 10) St. 20nM 4.giin 11) St. 20nM 8.giin 12) St. 20nM
16.giin  13)MDI+St.20nM  2.giin  14)MDI+St.20nM 4.giin 15)MDI+St.20nM  8.giin
16)MDI+St.20nM 16.giin 17) -2.gilin (%100) 18) 0. giin (%100+2.giin).
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3.5. Staurosporin’in Farklilasma Siiresince SIK2 ve PPARYy
Gen Ifadelerine Etkisi

SIK2’nin 3T3-L1 onciil adiposit hiicre hatlarinda MDI muamelesini takiben
farklilasmaya 6zgiin erken cevap genleri ile birlikte artis gosterdigi bilinmektedir. Bu
calismada SIK2 aktivitesinin Staurosporin ile baskilanmasinin  bu genin
farklilasmaya 0Ozgii ifadesinin acgiklanabilmesi agisindan 6nemli bilgi verecegi
diistiniilerek, SIK2’nin kimyasal inhibisyonunun SIK2 ve PPARy gen ifadeleri
iizerine etkisini analiz etmek amaci ile kantitatif RT-PCR kullanilarak farklilasmaya
Ozgilin genlerdeki ifade degisiklikleri goreceli olarak AACt metodu kullanilarak

analiz edilmistir.

Kontrol
35 - - = =MDI
30 + L= St.
: MDI+St.
25 L7
2 MDI, St. veya ) . N
g 201 MDI+St . .
£ L7 .
;a 15 4 uygulama . T - \‘
g - .
2 101 l < x
@ b o ..
0¥ t t t t
-2. pin 0. gin 2. gun 4. gin 8. gin 16.|glin
-5

farklilagsma (giin)

Sekil 3.9. Adiposit farklilagsma siirecinde, Staurosporin inhibisyonunun SIK2 gen ifadesi
iizerine etkisinin kantitatif RT-PCR yontemi ile analizi.

Kantitatif RT-PCR analizi sonucunda MDI uygulanmis 3T3-L1 onciil adiposit
hiicrelerinde SIK2 gen ifadesi, adipojenik uyariciyi takiben 4. giine kadar yaklasik 6
kat artig gOstermis ve 4. giinden 8. giin sonuna kadar azalmasma karsmn yiiksek
diizeyde seyretmistir. 16. giinde uyar1 diizeyindeki bazal seviyeye geri donmiistiir.

SIK2 gen ifadesi sadece St. uygulanmis hiicrelerde ise kontrol grubuna (adipojenik
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besi yeri uygulanmamig) benzer bir sonug¢ gostermistir. St. varliginda MDI bagimli
SIK2 mRNA diizeyindeki artis kontrole oranla 3 kat artis gostermekte ve 16. giinde
uyar1 diizeyindeki bazal seviyeye geri donmektedir (Sekil 3.9).

—--—- Kontrol
80
= - - = =MDI
70 + = St. 20 nM
5 60 + . . MDI+St. 20 nM
. .
< ] A}
2 501 . .
1S MDI, St. veya ' 1
)g 40 1 MDI+St uygulama " *
3 30 - . \‘
> 1
m -4 4 A
& 20 , .
o ’ . g
o 10 T . = = — “\ 3
- . e N R
0 f=——= — .'.'“i'"‘ f } ]
_1-8. Un 0.gln 2.gln 4.gln 8.glin 16.g0n
Farkhlasma (giin)

Sekil 3.10. Adiposit farklilasma siirecinde, Staurosporin inhibisyonunun PPARy gen
ifadesi {izerine etkisinin kantitatif RT-PCR yoOntemi ile analizi.

Kantitatif RT-PCR analizi sonucunda MDI uygulanmis 3T3-L1 hiicrelerinde
PPARy gen ifadesi adipojenik besi yeri ilavesi sonrasi 2. giinden 4. giline kadar
yiikselmis ve 8. giin itibari ile bazal diizeye geri donmiistiir. MDI+St. uygulanmis
hiicrelerde St. varligt PPARy gen ifadesinde 2 giinliik bir gecikme ile
gerceklesmektedir. Bunun erken SIK2 transkripsiyonu ile baglantili olup olmadigini
bu deneyden anlamamiz miimkiin degildir. Sadece St. uygulanmis hiicrelerde konrol
grubuna oranla yalnizca 4 katlik bir artis goriilmiistiir. St’mn tek basina MDI ile elde
edilen farklilasmanin yarisina yakin bir oranda farklilasmay1 gerceklestirebilmesi
PPARYy ifadesinin yoklugu ile ters diismektedir (Sekil 3.10). PPARy’nin altindaki bir
etkilenim artis1 ile bu giderilebilir. Calismamizda C/EBPB’nin sergiledigi artis bu

diistince ile uyumlu goziikmektedir.
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3.6. Staurosporin’in C/EBPp ve C/EBPo Gen Ifadeleri

Uzerine Etkisi

Adiposit farklilagsmasinda ilk 24 saat icinde ekspresyonu artan birincil 6zgiil
genlerden C/EBPB ve olgunlasma donemine ait ikincil cevap genlerinden
C/EBPa’nin ve ayrica referans (igsel kontrol) olarak kullandigimiz B-aktin genlerinin
yar1 kantitatif analizleri i¢in eksoponsiyel faza ait PCR amplifikasyon tiriinleri agaroz
jelde yiiriitiildiikten sonra dansitometrik analizleri yapilmustir (Sekil 3.11 ve 3.14).
C/EBPB ve C/EBPa PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasinda Vilber
Lourmat goriintiileme sistemi ile dansitometrik olarak Sl¢iimleri BIO-1D-++ analiz
yazilimi ile yapilmis ve referans gen olarak B-aktin geni kullanilmistir (Sekil 3.12 ve
3.15). Jel goriintiisiiniin yogunluk 6lgltimleri 6nce kendi pozitif kontrolii olan B —
aktine gore normalize edilmis daha sonra her ¢alisma grubundaki 6rnek, kendi
grubuna ait kontrole oranlanmistir. Microsoft Excel programu ile dansite karsiligi

atanan rastlantisal sayilar1 olusturmada kullanilmistir (Sekil 3.13 ve 3.16).

12 3 4 5 6

14.16. 18. 20. 22. 24. Dongiiler

Sekil 3.11. C/EBPp (iistte) ve B-aktin (altta) 14., 16., 18., 20., 22. ve 24. RT-PCR dongiileri.
1, 2,3,4,5ve 6 MDI (2. giin) cDNA’s1dir. 20. dongiide PCR iiriin olusumunun satiirasyona
geldigi goriilmektedir.
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12345 6789101112 13 14 15 16 17 18

12 345678 9101112131415161718

Sekil 3.12. C/EBP (istte) ve B-aktin (altta) yari-kantitatif RT-PCR agaroz jel goriintiisii. 1)
Kontrol 2.giin 2) Kontrol 4.giin 3) Kontrol 8.giin 4) Kontrol 16.giin 5) MDI 2.giin 6) MDI
4.giin 7) MDI 8.giin 8) MDI 16.giin 9) St. 2.giin 10) St. 4.giin 11) St. 8.giin 12)St. 16.giin 13)
MDI+St. 2.giin 14) MDI+St. 4.giin 15) MDI+St. 8.giin 16) MDI+St. 16.giin 17) -2. giin 18)

0. giin.

1,8
1,6 MDI,St. veya
E 1.4 - MDI+St.
)g 1,2 uygulama — — Kontrol
(7] 1
o
E- 0,8 - l MDI
m 0,6 ~~
% 0,4 - P ' St. 20nm
02+ =~
0 ¥ I I I N MDI+St. 20 nm
-2. gin 0. giin 2. gln 4. gin 8. gun 16. guin
Farklilagsma (giin)

Sekil 3.13. Adiposit farklilagsma siirecinde, C/EBPp gen ifadesinin Staurosporin etkisinde
degisimi.

C/EBPB PCR fiiriinlerinin EtBr agaroz jel elektroforezi sonrasinda Vilber
Lourmat goriintiileme sistemi ile dansitometrik olarak Olciimleri yapilmistir (Sekil
3.12). C/EBPB gen ifadesi, MDI ve MDI+St. uygulanmis 3T3-L1 hiicrelerinde
adipojenik uyariy1 takiben kontrole gore iki kat artis gostermektedir (Sekil 3.13).
Bununla birlikte PPARYy transkripsiyonunun beklenenin aksine ¢ok az artis gosterdigi
St.’1n tek basina kullanildig: diizenekte (Sekil 3.10) sadece bu gen ile birlikte artmasi
beklenen C/EBPP’nin artig gostermesi %50 civarinda farklilasmaya neden olan St.

etkisini agiklayabilir.



47

12345678910

16. 18. 20. 22. 24, Daongiler 12. 14. 16. Dongiiler
Sekil 3.14. C/EBPa (iistte) ve B-aktin (altta) 12, 14., 16., 18., 20., 22. ve 24. RT-PCR

dongiileri. 1, 3, 5, 7 ve 9 numarali bandlar 0. giin cDNA’s1 ve 2, 4, 6, 8 ve 10 numarali
bandlar MDI 16. giin cDNA’s1dir.

123456789101112 13141516 17 18

1718 1 2 3456789101112 13 14 15 16

Sekil 3.15. C/EBPa (iistte) ve B-aktin (altta) yari-kantitatif RT-PCR agaroz jel goriintiisii. 1)
Kontrol 2.giin 2) Kontrol 4.giin 3) Kontrol 8.giin 4) Kontrol 16.giin 5) MDI 2.giin 6) MDI
4.giin 7) MDI 8.giin 8) MDI 16.giin 9) St. 2.giin 10) St. 4.giin 11) St. 8.giin 12)St. 16.giin 13)
MDI+St. 2.giin 14) MDI+St. 4.giin 15) MDI+St. 8.giin 16) MDI+St. 16.giin 17) -2. giin 18)

0. glin.
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MDI,St. veya
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E ’ uygulama
'zh mfn
°
Y
m Kontrol
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MDI+St. 20nm
-2. GUON 0. GUN 2. GUN 4. GUN 8. GUN 16. GUN

Farklilagsma (giin)

Sekil 3.16 Adiposit farklilasma siirecinde, C/EBPa gen ifadesinin Staurosporin etkisinde
degisimi.

C/EBPa PCR iriinlerinin EtBr agaroz jel elektroforezi sonrasinda Vilber
Lourmat goriintiileme sistemi ile dansitometrik olarak Sl¢timleri yapilmustir (Sekil
3.15). Adiposit farklilagsma siirecinde, C/EBPa gen ifadesinin yari-kantitatif RT-PCR
analizi sonucunda, MDI, St., MDI+St. uygulanmis 3T3-L1 Onciil adiposit
hiicrelerinde kontrol grubuna oranla C/EBPo gen ifadesi adipojenik besi yeri
uygulama sonras1 beklendigi gibi 2. giinden 8. giine kadar yiikselmis 16. giinden

sonra bazal seviyeye dondiigii goriilmiistiir (Sekil 3.16).
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4. TARTISMA

3T3-L1 ve 3T3-F422A oOnciil adiposit hiicre hatlari, Swiss 3T3 fare
embriyolarindan elde edilmistir ve adipogenezin transkripsiyonel diizenlenmesine
yonelik c¢aligmalarda in vitro model olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Her
bir hiicre hattinin farklilasma gereksinimlerinde bazi farkliliklar vardir. Bu
farkliliklarin ~ hiicrelerin  elde edildigi zamanki tutuklu kaldigi gelisimsel
basamaklarda temsil edilen ¢esitliliklerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte bu iki kardes hiicre hatt1 benzer transkripsiyonel aktivasyon ve fenotipik
ozelliklere sahiptirler (31). 3T3-L1 Onciil yag hiicreleri adipojenik sartlar altinda
olgun yag hiicrelerine farklilasabilmektedir. Onciil yag hiicrelerinin farklilasmasi
kabaca iki basamakta incelenir; birinci basamakta biiylime yiizeyinin tamamini
kaplayan hiicreler besi ortaminda bulunan biiyiime faktorleri (%10 FBS) sayesinde
adipojenik uyariy1 takiben toplu halde yeniden hiicresel dongiiye geri donerler
(Go’dan G;). Eszamanli olarak bu fazda hiicrelerin son olarak en az iki kere daha
boliindiigii ve buna paralel olarak farklilasmaya 6zgiin ilkin transkripsiyon
faktorlerinden CEBPB ve CEBPS ifadelerinin 4-5 kat arttig1 gozlenir. Farklilasmanin
ikinci sathasinda ise bu transkripsiyon faktorlerinin koordinasyonu sonucu
farklilasmanin tamamlanmasi i¢in gerekli olan ikincil genlerin CEBPa ve PPARYy
ifadelerindeki artis gergeklestirilir. Sonug¢ olarak bu faktorler diger aktive edici veya
baskilayic1 faktorlerle isbirligi i¢cinde olgun adipositlerin siirekliligi icin gerekli
genlerin ifadelerini miimkiin kilar. Mezenkimal kok hiicreleri ve onciil adiposit hiicre
hatlar1 ile yapilan farklilasmanin molekiiler mekanizmasmi anlamaya yonelik
calismalar son derece detayli bilgiler sunmakla birlikte, klonal genislemenin
gerceklestigi ve hiicre dongiisii ile farklilagsmanin koordinasyonunu gerektiren birinci

safhasina iligkin bilgilerimiz halen yetersiz bir diizeydedir.

Bu ¢alisma SIK2’nin 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma siirecine etkisini, onun
bir inhibitorii olan staurosporin varliginda, farklilasma uyarisini takiben birincil ve
ikincil satha gen ifadelerinde meydana gelen degisikliklerin yar1 ve tam kantitatif
RT-PCR yontemleri ile belirlenmesini icermektedir. Buna paralel olarak farklilagma

sonucu olusan olgun yag hiicrelerinde hiicresel farklilasmanin biyokimyasal belirteci
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olan yag birikimi histolojik olarak Oil Red O boyama ve nicel olarak OD &lgiimleri

ile analiz edilmistir.

IIk olarak Horike ve arkadaslar1 3T3-L1 &nciil yag hiicrelerinde adipojenik
uyarty1 takiben SIK2 transkripsiyonun CEBPS ile eszamanli olarak arttigmi ve bu
nedenle farklilasmada rolii olabilecegini onerdi. Iki yil kadar once Clara ve
arkadaslar1 bu hiicrelerin farkli bir kardes klonu olan 3T3-F442A hiicrelerini
kullanarak bir SIK inhibitérii olan staurosporinin farklilagma {izerine etkilerine
baktiklarinda stirpriz bir sekilde SIK2 mRNA’smin en yiliksek oldugu uyariy: takip
eden ilk 48 saatte yani klonal genisleme sathasinda birkag saatlik staurosporin
muamelesinin bile MDI (MIX, Dex, Insiilin) karistmindan daha etkin ve hizli bir
sekilde farklilagmaya neden oldugunu gosterdiler. Fakat bu ¢alismada, staurosporinin
SIK2 aktivitesini dogrudan engelledigi bilinmesine ragmen aktivitesinin veya
varhiginin incelenmemesi Horike ve arkadaglarinin bulgular1 ile bir karsilastirma
yapilmasma olanak saglamamaktadir. Diger yandan MDI ile uyarilan 3T3-L1
hiicrelerinde SIK2 mRNA’smin staurosporinin etkin oldugu ifade edilen bu sathada
yaklasik {i¢ kathk bir artisla yiiksek miktarda temsil edilmesi ve bu artigin St.
varhiginda kontroldeki bazal diizeye gerilemesi SIK2’nin adipojenik roliinii
desteklemektedir. 3T3-L1 hiicreleri ile yaptigimiz in vitro farklilasma deneylerinde
stirpriz bir sekilde, SIK2’nin yiiksek miktarda bulundugu klonal genisleme siiresince
miktar ve aktivasyonunun staurosporin tarafindan engellenmesinin SIK2 mRNA
seviyesinde farklilagsma uyarisini takiple olusan 3 katlik artis1 engelledigi ve dolayli
olarak adipojenik etkide %25°lik bir diisiise yol agtigimi1 gosterdik. Sadece St. ile
muamele edilen hiicrelerde, farklilagmanmn maksimum oldugu MDI’a oranla %40-
50’den daha az farklilasmanin ger¢eklesmesi SIK2’den bagimsiz St. ile baskilanan

farkl kinazlarin da farklilagmada rol alabilecegine isaret etmektedir.

Yukarida verilen farklilagsmaya 6zgilin genlerin aktivasyon profilleri dikkate
alindiginda deneysel farkliliklara ragmen farklilasma siiresince Horike ve
arkadaglarmm Nothern blot yontemi ile gosterdikleri farklilagsma genlerine ait ifade
profillerinin bizim ¢alismamizda elde edilen kantitatif RT-PCR analizleri ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Staurosporinin tek basmna farklilasmanin birinci ve ikinci
sathalarinda ihtiya¢ duyulan SIK2 ve belli oranda PPARy ‘nin transkripsiyonel

aktivasyonlar1 i¢in yeterli olmadigi bu genlere ait mRNA diizeylerinin kontrole
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grubuna yakim bir diizeyde oldugu gosterilmistir (Sekil 3.9 ve 3.10). Olgunlagsma
donemine ait PPARy mRNA diizeyi sadece St. varliginda kontrol diizeyine yakin
seviyede kalirken (~ 4 kat artig) MDI ile birlikte yaklasik 40 katlik bir artis1 sadece
MDI ile olusan artisa yakin bir diizeyde iki gilnlik bir gecikme ile
gerceklestirmektedir. Staurosporinin farklilasma potansiyeli SIK2 ve PPARy’dan
bagimsiz ise bunu diger iki dnemli faktoriin CEBPB ve CEBPa’nin farklilasma igin
gerekli mRNA diizeylerini saglayarak giderilebilecegi diistintilebilir (Sekil 3.13 ve
3.16). Sonug olarak SIK2’nin farklilasmanin klonal genisleme safhasinda CEBPS ile
birlikte sahip oldugu yiiksek mRNA diizeyi ve bu safha i¢in gereklilikleri goz 6niine
alindiginda staurosporinin bir SIK inhibitorii olarak bu asamadaki rolii muhtemel
birka¢ senaryoyu akla getirmektedir. Birincisi SIK2 aktivitesinin staurosporin
tarafindan tamamen yok edilememesidir ki bu MDI+St ve sadece St.
uygulamalarinda MDI’ya gore elde edilen % 25-50 diisiik farklilasma oranlar ile
desteklenmektedir. Ikincisi ise SIK2’nin sahip oldugu farklilasmay1 pozitif yonde
etkileme potansiyelinin St. tarafindan baskilanabilen farkli bir kinaz tarafindan da
yapilabilme olasiligidir. Bu fikrin test edilmesi ise SIK2 aktivitesinin gene 6zgii
inhibitor RNA veya dominant negatif mutant formunun bu hiicrelerde istikrarh
ifadelerinin saglanmasi ile gergeklestirilebilir. Horike ve arkadaslari tarafindan 3T3-
L1 farklilasmasinin erken sathasi ve db/db diyabetik hayvan modelinde rapor edilen
SIK2 aktivite ve miktarlarindaki artis farklilasmadan ziyade kronolojik olarak daha
once gergeklesen klonal genisleme yani hiicre ¢ogalmasi igin gerekli bir artis1 isaret
ediyor olabilir. Sadece birkag ay 6nce yaymlanan bir makalede Ahmed ve arkadaslari
SIK2’nin C-NAP1 adli bir sentromerik proteini S2392 dizisinden fosforlayarak
mitozun erken evresinde rol aldigmi SIK2’nin bu etkisinden bagimsiz olarak yine
aktivitesinin baskilandig: hiicrelerde G1-S gegisinin azaldigi gosterilmistir (69). Bu
bulgular SIK2’nin farklilasmanin klonal genisleme sathasinda fonksiyonel olma
hipotezini daha da destekler niteliktedir. Bu kapsamda C-NAP1 proteinin 3T3-L1
hiicrelerinde dominant negatif veya siirekli aktif formlarinin istikrarli ifadeleri

farklilagma iizerine etkilerinin incelenmesi agisindan oldukea ilging olacaktir.

Sonug olarak yag hiicrelerinin sayisal ve fiziksel biiyiikliikleri obezite ve iliskili
metabolik hastaliklar i¢in 6nemli patolojik bulgular1 olusturdugundan farklilagmanin
molekiiler detaylarinm ileri diizeyde algilanmasi adipoz doku kaynakli zararlarin

onlenebilmesi i¢in yeni terap6tik hedeflerin belirlenmesine olanak saglayacaktir.
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