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OZET

Teknolojik ilerlemelerin bir sonucu olarak ortaya g¢ikan hareketsiz yasam tarzi
yiiksek kalorili yeme aliskanliklar1 obezite ve iliskili birgok metabolik hastaliga
neden olur. Bu hastaliklarin 6nlenebilmesi i¢in yag hiicresi ¢gogalmasi ve farklilasma
gibi ozelliklerin molekiiler diizeyde incelenmesi gerekmektedir. 3T3-L1 oncii
adiposit hiicreleri farklilasma uyarisini takiben bulunduklari Gy dinlenme fazindan
cikarak “Mitotik Klonal Genisleme™ olarak adlandirilan bir iki hiicre boliinmesine
ugramalar1 farklilasma igin zorunludur. Bu asamada 3T3-L1 o6ncii adipositlerinin
olgun adipositlere farklilasmasi i¢in gerekli olan CEBP ailesine ait genlerin anlatimi
gerceklesir. AMP ile uyarilan protein kinaz (AMPK) ailesinin iiyesi olan SIK2 (Tuz
ile uyarilabilen kinaz-2); lipid, glukoz ve enerji dengesinde rol oynayan bir
serin/theorinin kinazdir. Bununla birlikte adipoz gibi salg1 kapasitesi yiiksek olan
hiicrelerde ER stresi ve inflamasyon; bu hastaliklarin olusumunda 6énemli yer tuttugu
disiiniilmektedir.

Yapilan bu c¢alismada; ER stres ajam1 Thapsigargin ve SIK2 inhibitorii
Compound c varliginda Mitotik Klonal Genisleme (MCE) iizerindeki etkileri protein
ve gen seviyesinde arastirllmistir. ER stresin MCE evresinde fonksiyonel olan
genleri baskiladigi goriilmektedir. SIK2’nin ise bu evrede pozitif bir diizenleyici
mitotik ¢ogalmayi destekledigi ve bunu, IRS1 veya ERK gibi genlerin ifadelerini,
aktivitelerini veya kararliliklarin1 degistirerek ya da cNAP1 gibi sentromerik
proteinler lizerinden yapabilecegi yoniinde bulgular elde edilmistir. Bunun disinda
ER stresin 3T3-L1 hiicrelerinin de MCE’i tamamen bloke ettigini ve farklilagsma igin
kritik CEBP ve PPARy diizeylerini asagi ¢ektigi gibi anti adipojenik CHOP u

artirarakta farklilasmay1 dnleyebilecegini gosteren verilere ulasiimigtir.

Anahtar kelimeler: MCE, Thapsigargin, Compound c¢, SIK2, Adiposit

Farkhlasma



SUMMARY

Sedentary life style and high caloric diets, which have ensued as a consequence
of technological creep, have been the major threat to the life span and the life quality
of human being via inducing many metabolic diseases such as obesity. In order to
prevent those morbidities it is obligatory to analyse the features of fat cells such as
proliferation and differentiation in the molecular level. When induced to
differentiate, 3T3-L1 preadipocytes, which are found in growth-arrested g0 phase,
synchronously re-enter the cell cycle and undergo a cell division process, which is
called as mitotic clonal expansion. This process is required for differentiation of
preadipocytes. SIK2 (salt-inducible kinase 2), a family member of ampk, which is
induced by AMP, is a serine/threonine kinase, which plays a vital role in balance of
lipid, glucose and energy. At the same time, it’s assumed that er stress and
inflammation, that come up in high secretion capacity adipose cells, play a major role
in pathogenesis of obesity and related diseases.

In this study, the effects of ER stress and SIK2 inhibition on mitotic clonal
expansion (MCE) were analysed in presence of ER stres reagent Thapsigargin and
SIK2 inhibitor Compound C in protein and gene levels. It has shown that ER stress
supress the genes that are functional in MCE phase. On the other hand, it has found
that SIK2 can promote mitotic expansion as a positive regulator in this stage directly
by changing the expression, stability and activity of genes such as IRS1 and ERK or
indirectly through the centromeric proteins such as cNAP1. Furthermore, it has
shown that ER stress has the ability to cease differentiation in 3T3-L1 cells via
enhancing anti adipogenic CHOP as it does via repressing levels of CEBP and

PPARYy which are critical for differentiation.

Key words: MCE, Thapsigargin, Compound ¢, SIK2, Adipocyte Differantiation
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1.GIRIS

Obezite giiniimiiziin en Onemli sorunlarindan bir tanesidir. Olgun yag
hiicrelerinin sayisal ve fiziksel biiyiikliikleri, obezite ve tip 2 diyabet gibi metabolik
hastaliklar i¢in 6nemlidir. Bu ylizden olusan yag hiicrelerinin fazlaligi ve adipoz
dokularin salgi profilinin bozulmas: bu hastaliin sebeplerinden olabilir. Ayrica
adiposit gibi salg1 kapasitesi yiiksek olan hiicrelerde meydana gelen inflamasyon ve
ER iizerinde artan sentez yiikiiyle birlikte ER stresi kagiilmaz bir hale gelir. Bu
sebeple ER stresi ve adiposit farklilasmasi arasinda bir iligki olabilecegine dair
caligmalar yapilmis ve halen bu konuda pek ¢ok ¢aligma devam etmektedir.

[k olarak Horike ve arkadaslari tarafindan daha sonra da 2003 yilinda yapilmus
olan Hale HEBIP’e ait yiiksek lisans tezinde yapilan calismalarda da gosterildigi
tizere 3T3-L1 Onciil hiicre hatlarinda, SIK2’nin farklilagmasinin erken fazlarinda
C/EBP ailesine ait genlerle beraber ifade edildigi gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda
SIK2’nin farklilasma i¢in gerekli olan Mitotik Klonal Genislemede (MCE)
fonksiyonu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Horike ve arkadaslari, diyabetik fare adipoz
dokusunda yiiksek SIK2 aktivitesi ve miktarinin insiilin reseptor substrat-1’i (IRS-1)
fosforlayarak baskilamasi sonucu, insiilin direnci ve diyabetle iliskili olabilecigini
Onermistir. Bununla baglantili olarak SIK2’nin IRS1 iizerinden AKT aktivasyonunu
engelleyerek bir negatif feedback’e neden olabilecegini gostermislerdir [Gamze et
al., 2013]. Dolayisiyla SIK’nin farklilagma uyarisina karsi ani miktar ve aktivite
artisinin erken mitotik klonal genisleme ile ilgili olabilecegini diistindiirm{istiir.

Yaptigimiz ilk ¢aligmalarda SIK2 inhibitorii varliginda hiicre ¢ogalmasinda
gorillen azalma bizi SIK’nin farklilagmanin erken sathasinda Onemli rol
oynayabilecegine yonelik hipotezi dahada gili¢lendirmistir.

Bu calismalar, literatiirde yer alan; obezite, tip 2 diyabet gibi metabolik
hastaliklarda artan SIK2 ve bu hastaliklarda kronik olarak artan protein sentez yiikii
sonucu olusan ER stresi ile beraber ele alinmaya c¢alisilmis ve adiposit
farklilagsmasinda olusan ER stresin, adiposit farklilasmasina etkisinde SIK2 ile ilgili
protein ve genlerin rollerini arastirilmas1 yiiksek lisans tez konusu olarak

belirlenmistir.



2. ADIPOZ DOKU

Adipoz doku enerji dengesini diizenleyen ve koordine eden bir dokudur. Esas
olarak adiposit fibroblast, fibroplastik preadiposit hiicrelerin; endotel, sinir ve immun
hiicreler tarafindan ¢evrilmesiyle olusmustur. Adipoz dokunun, sadece enerji
depolayan bir organ oldugu diisiiniilmesi son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda
endokrin fonksiyona sahip dinamik bir doku seklinde degismesine neden olmustur.
Adipoz dokunun fonksiyonunun bozulmasi; obezite, tip 2 diabet, kanser, cachexia ve
lipodystrophis gibi birgcok metabolik hastalikla iligkilidir. Adipoz dokunun beyaz ve
kahverengi olmak tizere 2 ¢esiti vardir [Erin et al., 2004].

Beyaz adipoz doku; besin alimi sonrasi olusan fazla enerjinin depolandig:
yerdir [Erin et al., 2004]. Enerji ihtiyact durumunda yag dokuda bulunan
trigliseritlerin (TG) lipazlar tarafindan hizlica hidrolize edilmesiyle (lipoliziz) olusan
yag asitleri diger dokularda enerji kaynagi olarak kullanilmak {izere dolasima
katilmaktadir. Beyaz yag dokusu aktif endokrin organ olarak insiilin duyarliligs, lipit
metabolizmasi ve tokluk hissi gibi ¢esitli aktiviteleri diizenlerler. Beyaz adipoz doku
yetigkin insanda baslica derinin altinda (subkuten), i¢ organlarin ¢evresinde (visseral)
ve ylizde bulunur. Deri altinda bulunan ve i¢ organlari ¢evreleyen adipoz dokular
histolojik olarak benzerlik gosterselerde, 6zel depo metabolik fonksiyonlari
yoniinden farkliliklara sahip olduklari diisiiniilmektedir. Bu farkliliklar, farkli
parakrin ve endokrin sinyalleriyle ya da farkli gelisim siiregleriyle iliskilidir.
Obezitenin gelisimi boyunca i¢ organlarda yag birikmesi, patolojik enflamasyon ve
insiilin direnciyle iliskilidir. Deri altindaki adipoz dokunun ise glukoz toleransini
diizenleyici rolii vardir (Sekil 2.1) [Erin et al., 2004].

Kahverengi yag dokusu 6zellikle viicut 1sistyla ilglidir. Sicakkanli hayvanlarda soguk
iklime adaptasyonunu gerceklestirecek sabit 1sida kalim (termogenez) igin
Ozellesmistir. Kahverengi yag doku, yag asitlerinin hizli yikilabilmesi i¢in kiigiik
trigliserit damlalar1 icermektedir. Kahverengi adipoz dokusu termogenezi ayarlamak
icin yiiksek miktarda mitokondri igermesi ve yag asitlerinin metabaolizmasini
yalnizca kahverangi yag dokusunda bulunan mitokondriyal protein olan (UCP1) 1s1

tiretmek amaciyla kullanmaktadir. Bu yag hiicreleri beyaz yag hiicrelerine gore daha



az miktarda triagilgliserol ve daha ¢ok sayida mitokondri igerdiklerinden dolayi
renkleri kahverengidir [Guilherme et al., 2008].
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Sekil 2.1: Adipoz dokudan salinan molekiiller.

2.1. Adiposit Farklllasmasinda Kullamilan In Vitro Modeller

Kapsamli olarak 20 yildan fazla zamandir adiposit farklilasmasi
calisilmaktadir. In vitro olarak kullanilan fibroblast benzeri 6ncii adipositlerin, olgun
yuvarlak yag hiicresine doniismesi hiicresel metabolik olaylarin sonucunda meydana
gelir (Sekil 2.2) [Gregoire et al., 1992]. In vitro olarak gergeklesen adiposit
farklilasma c¢aligmalart i¢in 2 farkli hiicre hatti yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
hiicre hatlarindan bir tanesi adiposit olmaya karar vermis preadipoz, digeri ise
multipotent kok hiicre hattidir (MSC). Bu multipotent hiicre hatti gelen sinyal
dogrultusunda adipos, kikirdak ve kas gibi hiicrelere doniisme potensiyeline sahiptir.
Bu ¢alismalarin yapilabilmesi igin ¢esitli oncii adiposit hiicre hatlar1 kullanilir (3T3-

L1,0b17,3T3-F442A) [Green et al., 1981].
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Sekil 2.2: Memelilerde dnciil adipositten olgun adiposite doniisiim siirecine 6zgiil
genler ve transkripsiyon faktorleri.

2.1.1. Preadipoz Hiicre Hatt1

Adiposit farklilamasi i¢i in vitro ¢alismalarda en fazla kullanilan kullanilan
3T3-L1 ve 3T3-F442A hiicre hatlari, Swiss 3T3 fare embriyolarindan izole
edilmistir. Farklilagsmanin farkli sathalarinda elde edildiklerinden MCE agisindan da
farklilik gostermektedir [Green et al., 1974].

Tek bir dollenmis yumurtadan 200 farkli hiicre tipi olusabilir. Pluripotent
fibroblastlarin (kok hiicreler) mezenkimal orjinli olduklari bilinmektedir. Multipotent
kok hiicreler, farklilagmis hiicrelerin kaynagim teskil eder. Yapilan son g¢aligmalar
gostermistir ki; adipoz doku multipotent kok hiicre kaynagidir. Bir multipotent hiicre
kendini yenileme yetenegine sahiptir. Diger taraftan verilen sinyallere gore
multipotent kok hiicre, farkli hiicrelere doniisebilir. Bunlar; preadipositler, kikirdak,
kemik ve kas dokularina doniisebilme yetenegine sahiptirler [Ntambi et al., 2000].

In vivo olarak preadipositlerin farklilagmasini ¢aligmak zordur. Hayvan yag
dokusu 1:3 oraninda adipositlerden geri kalan boliimii ise kan damarlari, Sinir
dokusu, fibroblast ve preadipositlerden olusur. Benzer gelisim evreleri oldugundan

dolay1r preadiposit ve fibroblast ayrimi yapmak zordur. Ancak primer Kkiiltiir
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kullanimida birtakim zorluklar1 beraberinde getirir. Ilk olarak yag dokusunun sadece
>1% olusturan preadipositleri izole etmek igin biiyiik miktarlarda yag dokusuna
ihtiya¢ duyulur. Bu nedenlerden 6tiirii adiposit farklilasmasi in vitro olarak bu kiiltiir
modelleriyle ¢alisilmistir. Bu hiicre hatlarinin avantajlar1 ve dezavantajlari vardir. Bu
klonal hiicre hatlar1, hiicresel populasyonla homoji gosterir. Bu nedenlerden dolay:
biyolojik aragtirmalarda klonal hiicre modelleri, hayvan modellerinin yaninda
tamamlayic1 gérevi goriirler [Ntmabi et al., 2000].

Adiposit onciil hiicre hatlari ikiye ayrilmislardir. Bunlar pluripotent fibroblast
(10t1/2, rcj3 ve chef/18 fibroblast), digeri ise unipotent preadipositlerden (3T3-L1,
3T3-F22A TAI, 0b1771 gibi) olusur (Sekil 2.3) [Gregoire et al., 1992]. Pluripotent
fibroblast ¢esitli farkli hiicre tiplerine doniisme yetenegine sahiptirler. Unipotent
preadipositler ise kararli bir sekilde, preadiposit seklinde kalabilir ya da olgun
adipositlere doniisebilirler [Ntambi et al., 1973].

Cell Lines Origin/Stage of Development Inducing Agents Used for Differentiation
ES cells Mouse blastocyst* Retinoic acid
CH3 10T1.2 Mouse embryot Demethylating agent 5'-azacytidine
TAl Derived from S-azacytidine- 1% FBS, insulin, and Dex
treated 10 T2
3T3L1 17- to 19-day disaggregated 1% FBS, Dex and MIX, insulin (high concentration)
mouse embryod
ST3F442A Same as above 1% FBS, insulin
Ob17 Epididymal fat pads of adult 8% FBS, insulin, and T,
obioh mouse?
Primary Cultures’ Source/Age Inducing Agents Used for Differentiation
Hat Subeutaneous, epididymal, Insulin (low concentration in 10% FBS, high concentration in serum
retroperitoneal newbormn free, accelerated)
(48 h). 4 wk old, or adult
Mouse Subcutaneous/8-12 day old Serum free; insulin, HDL, Dex
Rabhit Perirenal’d wk old Serum free; insulin, Dex
Pig Perirenal, subcutaneous/fetal, Serum free; insulin with or without glucocorticoids
newborn (1-7 day old)
Human Subeutaneous (abdominal )/ Serum free; insulin (high concentration) and glucocorticoids

variable age

Sekil 2.3: Adiposit farklilagsmasinda kullanilan modeller.

2.2. Adipoz Farkhlagsmasinin Siireci

Adipoz farklilasmasi fibroblast benzeri oncii adiposit hiicelerinde hiicresel ve
molekiiler diizeyde bir seri olaymm meydana gelmesiyle gergeklesir. Adiposit

farklilasmasi, karar verme fazi ve terminal farklilasma seklinde iki basamakta
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gerceklesir. Karar verme siirecinde Oncli kok hiicre farklilasarak preadiposite
doniisiir. Bu preadiposit hiicreleri Oncii hiicrelerden morfolojik olarak ayirt
edilemezler ve baska hiicrelere doniisme potensiyellerini de kaybetmislerdir.
Terminal farklilasma fazinda ise oncii adipositeler olgun adipositlere benzerler.
Olgun adiposit olmasi i¢in bu hiicrelerin lipit tasimasi ve sentezi, insiilin faliyeti ve
adiposit i¢in gerekli spesifik proteinlerin salinmasi gibi fonksiyonlart kazanmasi
gerekir[Gregoire et al., 1992]. Bu asamalar karar verme fazindan sonra gerceklesir
¢linkii terminal farklilasmaya girmeden Once, kontak inhibisyonundan sonra
biiylimenin tutuklanmasi1 gergeklesir ve 3T3-L1 gibi bazi preadiposit hiicreler
farklilasmadan once bir ya da iki hiicre boliinmesi gegirirler. Bu asamaya “Mitotik
Klonal Genisleme (MCE)” denir. Bu asamada hiicreler tekrar hiicre dongiisiine
girerler ve hiicre boliinmesi gegirirler [Ntambi et al., 2000]. Bu olay hiicre dongiisii
proteinlerinin  hiyerarsik koordinasyonuna dayanir. Adiposit farklilasmasinda
morfolojik ve molekiiler olarak farklilasmasinin diizenlenmesi i¢in koordineli ¢alisan
baskilayic1 veya tesvik edici 2000’den fazla transkripsiyon faktorii gereklidir.
Hiicreler %100 hiicre yogunlugunda olduklarinda adiposit farklilagsmasi i¢in gerekli
olan erken farklilasma genlerinin ifadesi gergeklesir. Daha sonra hiicrelerin
kollojenlerin birrbirlerine degmesiyle birlikte lipoprotein lipaz’in ekspresyonu tesvik
eder [Cornelius et al., 1994]. Farklilasmay1 uyarmak i¢in MDI’in ilavesinden sonra
bir saat i¢inde c-fos ve c-Jun’un ekspresyonu gerceklesir. Fos ve jun’un spesifik
adiposit farklilagmasi olayma direkt etkisi tam olarak bilinmemektedir. Diger
sistemlerde hiicrelerde mitojenik aktivitelere sahip oldugu diisiiniillmektedir. C-
myc’nin Oncii adipositin farklilagmasinda mitogenezi baslattigi gosterilmistir
[Cornelius et al., 1994]. Hiicre siklusuna tekrar girmesine katki saglamasindan dolay1
biiylimesi tutuklanan hiicrelerde c-myc ekspresyonunun diigiim noktasi olabilecegi

distintilmustiir [Gregoire et al., 1992].
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Sekil 2.4: Adiposit farklilasmasinin siiregleri.

Terminal adiposit farklilasmasi bir dizi transkripsiyonal siiregle iliskilidir. /n
vitro ortamda hormonal farklilasma kokteyinin eklenmesinden sonra adiposit
farklilasmasinin ilk ve erken basamagi, C/EBPP ve —y anlatiminin gegici olarak
gerceklesmesiyle meydana gelir. Farklilagmanin ilk 24 saati siiresince hiicrelerde
C/EBPB ve —y birikmeye baslar ve hiicreler tekrar hiicre dongiisiine girerler ve
MCE’yi yerine getirir [Tang et al., 2003]. Bu doniisiim hiicreleri Gy fazindan G1
fazina sokar. C/EBP-B ve —y asir1 fosforlanir ve sirasiyla glikojen sentez kinaz-3(
(GSK3p) ve Mitogen-Activated Protein Kinaz (MAPK) aktive olur. Sonrasinda ise;
C/EBPB ve —y direkt olarak adiposit farklilasmasinin anahtar diizenleyici
transkripsiyon faktorleri olan PPARy ve C/EBPo’nin ekspresyonu uyarirlar (Sekil
2.4) [Tang et al., 2003].

2.3. Mitotik Klonal Genisleme

Biiytimesi durdurulmus 3T3-L1 oncii adipositleri farklilasmanin tesvikinden
sonra, tekrar hiicre dongiistine girerler ve bir ya da iki kere daha hiicre boliinmesi
gegirirler [Bernlohr et al., 1985]. Bu safhaya “Mitotik Klonal Genisleme” denir. Bu
olay hiicre dongiisii proteinlerinin hiyarersik diizenlenmesine dayanir. Siklin bagiml

protein kinazlar (Cdks) hiicre dongiisii siirecinin diizenlenmesinde kritik rol oynarlar
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[Nigg et al., 1995]. Cogalan hiicrelerde; mitoz ve S’nin baslangicinda fosforilasyon
olaylar1 Cdks tarafindan tetiklenir [Morgon et al., 1997]. Bir¢ok hiicre tiplerinde hiire
dongiisiiniin G1 faz1 boyunca Cdk2 ifade olurken; 3T3-L1 oncii adipositlerinde,
MCE’nin G1 fazinda Cdk2 ifadesi ger¢eklesmez. Hiicrelerin S fazina girmesiyle es
zamanli olarak Cdk2’nin ekspresyonu meydana gelir [Tang et al., 2005].

Hormonal = farklilasma  kokteyinin = eklenmesinden  sonra  adiposit
farklilasmasinin erken genlerinden olan C/EBP’nin anlatimi gergeklesir bu asamada
C/EBPB’nin DNA baglanma yetene8i yoktur bu sebeple DNA’ya baglanamaz ve
transkripsiyonel aktivator olarak fonksiyonunu yapamaz [Tang et al., 2005]. Daha
sonrasinda ise, in vivo ve in vitroda C/EBPf sirasiyla, MAPK ve GSK3f Thr-188
Ser184 iizerinden fosforlanir. Bu asamada es zamanli olarak Cdk2’nin de
ekspresyonu olur. C/EBBp’nin MAPK ve GSK3p tarafindan fosforlanmasi; DNA
baglanma fonksiyonunun kazanmasim1 saglar. DNA baglanma ozelligi ve
transkripsiyonel aktivasyonunu kazanan C/EBPp, adiposit farklilasmasinin ikincil
genlerinden olan C/EBPa ve PPARY genlerinin ifadesini gergeklestirir. Bu iki gen
antimitotik etki gosterirler ve mitotik klonal genigsleme sathasini sonlandirirlar.
C/EBPB ve PPARYy, birgcok adiposit genin ifadesini gergeklestirerek olgun adipoz
fenotipini olusturmakta fonksiyoneldir [ Tang et al., 2005].

2.4. PREF-1 Ailesi

Preadiposit Faktor 1(PREF-1) transmembran proteindir ve hiicre dis1 domainde
Epidermal Biiylime Faktor(EGF) benzeri tekrarlara, juxtamembran bolgesi, tek
transmembran domain ve kisa sitoplazmik kuyruga sahiptir. PREF-1; 3T3-L1 6ncii
adipositlerde bulunurken, olgun adipositlerde bulunmaz bu yilizden 6ncii adiposit
markorii olarak kullanilir [Smas et al., 1998]. 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit
farklilagsmasi sirasinda, adipoz dontisiimii PREF-1"in adiposit farklilagmasi sirasinda
PREF-1’in normal baskilanmasi seklinde ya da ¢oziinir PREF-1 ektodomanin
ilavesiyle doniisebilir [Smas et al., 1993]. Aksine; antisense RNA’nin ekspresyonu
aracihigiyla PREF-1’in baskilanmasi, adiposit farklilasmasi gegiren hiicrelerin
yetenegini arttirir [Smas et al., 1999]. PREF-1’in 6nemini gostermek i¢in; PREF-1"1
knockout yapilmis fare ve PREF-1’i overekspresyon yapilmig transgenik fare

kullanilmistir. PREF-1"1 knokout yapilmis farelerde biiylimenin durdurulmasi, iskelet
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sekil bozuklugu ve sigsmanligi arttirdigi gosterilmistir [Moon et al., 2002] ancak
PREF-1’in biitiin ektodomaininin overekspresyonu yapilmis farelerde ise adipoz
dokuda; yag kiitlesinde azalma, adiposit markerlarin ekspresyonunda azalma ve
leptin, adiponektin gibi adipositten salinan faktorleri disiirdiigti gosterilmistir [Lee et
al., 2003]. In vivo Ve in vitro da adipogenezde, PREF-1 ‘in baskilayici fonksiyonu
oldugu gosterilmistir. Farklilasma ajaninin bir bileseni olan glukokortikoid, PREF-1
ekspresyonunun asagi yolaklarinda ki diizenlenmesi tarafindan  adiposit
farklilasmasini artirir [Smas et al., 1999]. Diger bir ¢calismada; PREF-1’den yoksun
Fare Embriyo FibroblastlariMEF) kullanilarak, PREF-1’in MAPK sinyal yolag:
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu calismalar sonucunda PREF-1’in dogrudan
MEKZ1/2 ve ERK1/2 fosforilasyonu arttirtigi ve PREF-1 anti adipojenik etkisini ERK
yolagini aktiflestirerek yaptigi gosterilmistir [Kim., 2007], [Wang et al., 2010]. ERK
yolaginin aktivitesi ise farklilasma siirecinin baslatilmasi igin gerekli iken ileri
olgunlagsma sathasinda bu etki anti adipojeniktir.

Embriyonez siiresince, bir¢ok farkli dokuda PREF-1 eksprese olur [Floridon et
al., 2000] ancak dogumdan sonra birgok dokuda hizli bir sekilde PREF-1’in
ekspresyonu ortadan kalkar ve oncii adipositlerde ve birkag hiicrelerin néro endokrin
tiplerinde siurli olusurlar [Carlsson et al., 1997], [Halder et al., 1998].

2.5. C/EBP Ailesi

CCAAT/enhancer binding protein ailesinin iiyeleri adiposit farklilagsmasinda
onemli rol oynan proteinlerdir. Bu transkripsiyon faktorleri bazik transkripsiyonal
aktivasyon alt birimi ve yaninda homodimer ve heterodimer yapma o6zelligi gosteren
16sin ziper motife sahiptir [Lane et al., 1996].

C/EBPua bir transkripsiyon faktoriidiir ve adiposit farklilagsmasinda rol oynayan
birgok genin (ap2, scdl, glut-4, pepck, leptin ve insiilin reseptor gibi) aktivasyonunu
gerceklestirmek igin hedef promotorlara baglanarak bu genlerin transkripsiyonunu
gerceklestirir. C/EBP-a’da mutasyonlarin  meydana gelmesi, hedef genlerin
transaktivasyonun bozulmasina ya da durmasina neden olur [Kaestner et al., 1990].
Bazi o6rneklerde C/EBPa ifadesinin 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagsmasini1 engelledigi
belirlenmistir [ Lin., 1990]. C/EBPa antimitotik aktivitesinden dolay1, mitotik klonal

ekspansion sonucunda fonksiyon gosterir ve adiposit fenotipi olusmasi boyunca
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anlattm1 devam eder [Christy et al., 1991]. Adiposit gen ekspresyonun kontrolu
C/EBPo, C/EBPB ve y’nin homo ve heterodimerizasyonu gerceklestirmesiyle
ilgilidir. C/EBPo  ekspresyonu adiposit farklilasmasinin  ge¢  evrelerinde
gerceklesirken [ ve vy izoformlar1 Oncii adipositlerde ve farklilasmanin erken
asamalarinda gecici olarak artar. PPARy’nin ekspresyonu C/EBPP ve C/EBPy’nin
ekspresyon igbirligi tarafindan uyarilir. Bu iki C/EBP izoformunun
heterodimerlesmesi PPARy’nin anlatimini dogrudan regiile eder [Wu et al., 1996].
3T3-L1’lerle yapilan farklilasma deneylerinde C/EBPB ve C/EBP&’nin seviyeleri
adiposit farklilasmasinin tesviki i¢in kullanilan MIX ve DEX tarafindan uyarilir.
MIX ve DEX’in bu ozellikleri erken adiposit farklilasmasindaki adipogenik
etkilerini, C/EBPp ve C/EBPy’nin {izerinden gerceklestigi diistindiirmektedir.

C/EBP ailesinin bir diger tiyesi de homolog protein-10’dur (CHOP). CHOP
proteinlerinin DNA baglanma ve dimerizasyon bolgeleri diger C/EBP proteinleriyle
benzerlik gosterir. Ancak CHOP’un basic bolgesi diger C/EBP protein dizilerinden
epeyce farklidir. Bu sebeple CHOP-C/EBP heterodimerlesmesi C/EBP bolgesine
baglanmay1 imkansiz kilar. Bu nedenle CHOP, C/EBP transkripsiyonun aktivitesini
negatif olarak regiile eder. CHOP normal kosullarda hiicrelerde bulunmaz. Ancak
hiicresel stresle birlikte artar [Wang, 2010].

2.6. PPARYy Ailesi

Peroxisome proliferator-activated receptor alfa (PPARYy) proteinleri, tip 2
nuklear hormon reseptor ailesine ait proteinlerdir ve RXR ile heterodimerlesen
transkripsiyon faktorleridir [Juge-Aubry et al., 1995]. Peroxisome proliferator-
activated receptor o daha ¢ok adipoz dokuya &zgii proteinlerdir. PPARy anlatimi
birgok adiposit genin transkripsiyonal aktivasyondan once uyarilir. Disiik seviyede

karaciger ve hematopoetik hiicrelerde de PPARy’nin ekspresyonu olur.
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Sekil 2.5: Terminal farklilasma siiresince C/EBPs ve PPARy’ nin epigenik

diizenlenmesi.

PPARY, ligand-aktivated transkripsiyon faktoriiniin nuklear reseptor siiper
ailesinin bir iiyesidir. Kahverengi ve beyaz yag dokusunun farklilsmasi i¢in gerekli
on kosuldur [Kajimura et al., 2008]. Yag doniisiimii i¢in PPARY gerekli ve yeterlidir
[Farmer, 2006]. Fare embriyonik fibroblastalarinda PPARy’nin ekspresyonu,
C/EBPa’nin yoklugunda ektopik olarak adipogenezi tesvik ettigi fakat PPARy’ nin
ifadesi olmadig1 zaman C/EBPa’nin adipogenez siirecini ilerletemedigi goriilmiistiir
(Sekil 2.5) [Cristancho and Lazar, 2011]. Bu durumda gostermistir ki, PPARy
adipogenezin primer diizenleyicisidir [Rosen et al., 2002]

PPARYy, yag asit estrifikasyonu ile trigliseritlerin sentezi ve paketlenmesi i¢in
gerekli olan genleri [fatty asit sentaz (fas), lipoprotein lipaz (Ipl) gibi.] de kontrol
etmektedir. Bundan dolayr PPARy’nin islevinin bozulmasi adipositlerde trigliserit
birikimnini azaltmakta, insiilin direncini artirmakta ve tip 2 diyabet(TD2) ye 6ncii
likk eden iskelet kasi ile karacigerde yag asidi birikimini arttirmaktadir [Guilherm et
al., 2008].

Fibroblastlarda PPARy’nin fazla ifadesinin adiposit farklilagmasinin uyarilmasi
icin yeterli oldugu gosterilmistir. PPARy’nin PPARy-1 ve PPARY-2 seklinde farkli 2
tipi vardir. PPARy-1’in anlatimi genel olarak tiim dokularda olurken, PPARy-2
Ozellikle yag dokuda ifade edilir ve PPARy-1’den farki ise amino ucunda 30
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aminosit fazla bir bolge igermesidir. PPARy’nin bu izoformlar1 alternatif RNA
islenmesi ve alternatif promotorlarin kullanilmas: ile olusmaktadir. Her iki izofomda
adipogenezi uyarabilmektedir. Bu bilgiler PPARy’ 11 adipogenez igin gerekli
oldugunu gostermektedir [Martina et al., 2009]. Thiazolidinedione PPARy’nin
aktivitesini uyrarak insiilin duyarliligini arttiran farmakolojik bir ajandir. Bu nedenle

thiazolidinedione, insiilin direngi ile iliskili semptomlarin diizeltilmesinde kullanilir.

2.7. SREBP Ailesi

Lipit sentezi yeni organellerin membranlarin sekillerinin olusturulmasi ve
hiicre proliferasyonu ve biiylimesi i¢in gereklidir. Kolesterol ve yag asidinin sentezi
sterol diizenleyici element baglayict protein transkripsiyon faktor ailesi tarafindan
diizenlenir [Horton et al., 2002]. SREBPs bazik heliks-loop-heliks 16zin zipper
transkripsiyon ailesine aittir [Brown et al., 1999]. SREBPs ailesinin; SREBP1a,
SREBPI1¢ ve SREBP2 olmak iizere tanimlanmus 3 iiyesi vardir [Edward et al., 2000].
Izoform SREBPIla ve lc genlerinin anlatimi; tek bir genden alternatif promotorlar
kullanilarak gergeklesir. SREBP2 farkli gen tarafindan kodlanir. SREBP-2 formu
genellikle sterol sentezinde gorevli genlerin anlatimini saglarken, SREBP1-c ve 1la
ise lipogenik genlerin transkripsiyonunu gergeklestirir. SREBPS, inaktif oncii
transmembran protein seklinde ER sentezine gomiili olarak sentezlenir ve
transkripsiyonel olarakta inaktiftir [Rawson et al., 1997]. SREBPs, SREBP kesen-
aktiflestiren protein (SCAP) ile etkilesir ve  SREB/SCAP kompleks olusturur.
SREBP/SCAP  kompleksi  INSIG  protein tarafindan ER’de tutulur.
SNAP/SREBP/INSING kompleks kolesterol tarafindan stabilize halde tutulur.
Kolesterol seviyesi diistiigli zaman, SREBP, SCAP esliginde golgi aygitina tasinir ve
S1P ve S2P proteazlar ile kesilerek proteinin N-ucunda bulunan transkripsiyon
domainin serbest kalmasini saglar. SREBPs’nin transkripsiyonel aktivasyon domaini
nukleusa taginir kolesterol, yag asidi ve trigliserit i¢in gerekli olan genlerin promotor
bolgesinde bulunan ve SRE (sterol ile diizenlenen element) adi verilen 6zel DNA
dizilerine baglanarak anlatimini gerceklestirirler [Gong et al., 2006]. (Sekil 2.6)
[Naimi et al., 2009].
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Sekil 2.6: Onciil SREBP-1c’nin golgi aygitinda kirpilarak transkripsiyonel olarak
aktif SREBP-1c’ye doniistiiriilme mekanizmast.

Mitotik hiicrelerde; SREBPla ve SREBPIc’nin olgun formlari, yiiksek
diizeyde fosforlanmig halde bulunur. Hicreler G2/M fazinda tutuldugunda olgun
SREBP1’in transkpsiyonel aktivitesi artmigtir [Alonso et al., 2005]. Mitoz boyunca
SREB1c stabilize seklinde bulunur. SREBI1’in bu hiperfosforilasyon ve
transkripsiyonel aktivasyon Ser/Thr‘nince zengin ve mitotik protein monoklonal-
2(MPM-2) epitop iceren karboksi ucuna aittir.

Yapilan galigmalar gostermistir ki; olgun SREBla’nmin C terminal ucunda
bulunan MPM-2’a serin 439 bakiyesinden fosforlanir [Maria et al., 2005]. in vivo ve
in vitro da SREB1a; hiicre dongiisiinde fonksiyonel olan Cdk1/cyclinB igin substrat
oldugu bulunmustur ve serin439 ‘un Cdk1 araciligiyla fosforilasyonu mitoz boyunca
SREBP1’in stabilitesi i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir [Maira et al., 2005]. Bu
caligmalarin dogrultusunda SREB1; yag sentezi, proliferasyon ve hiicre biiyiimesi

arasinda bir bag saglayabilmektedir [Alonso et al., 2005].
2.8. WNT Sinyali

Whnt aile tyeleri glikoproteinlerden sentezlenirler, birgok hiicre tipininin
gelisimini otokrin ve parakrin mekanizmalar {izerinden etkilerler ve bu siireglerde
anahtar roller dstlenirler. Dogal Wnt sinyali, Wnt ligandinin diisiik yogunlukta
lipoprotein reseptor ile iliskili-5 (LPRP5), LPRP6 ve frizzled heterodimerik hiicre
yiizeyi reseptorlerine baglanmasiyla aktive olur. Bunun sonrasinda B katenin Wnt

efektorii olarak gorev yapar. Androjen reseptoriine baglanarak niikleusa gog eder ve
13



niikleusta TCF/LEF transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek adipogenezi
inhibe eder. Wnt/B-Katenin yolagi adipogenezin ve mezenkimal hiicrelerin
diizenlenmesinde dnemli bir diizenleyici yolaktir.

Dogal WNT ligandi olan Wnt10b preadipositlerden sentezlenir ve  katenini
stabilitesi eder ve 3T3-L1 farklilasmasini engeller. Preadiposit olmaya karar vermis
hiicrelerde adipogenezi engeller. LPRP6 adiposit farklilasmasini arttirir. Ancak
farelerde cksprese olmus WntlOb liganti preadipositler tarafindan ifade edilir.
Histon metil transferaz enhancer of zeste homolog 2 tarafindan Wntl10b ve diger
dogal ligantlar baskilanir. Dogal wnt sinyali adiposit prekdrsiiriin hayatta kalmasi
icin gereklidir [Cristancho and Lazar, 2011].

Whnt sinyalinin -Katenin’den bagimsiz yolagi da bulunmaktadir. Bu siireg
dogal olmayan sinyal yolag: olarak bilinir. Bu yolaklar farkli hiicre reseptorlerinden
ve farkli intercellular yolaklardan aktif olurlar. Dogal olmayan wnt ligantt Wnt5a
Setbl ile aktive olur. Setbl, chd7 ve nlk ile kompleks olustururarak 3T3-L1
hiicrelerinde PPARy’nin transkripsiyon aktivitesini engeller. Wnt ligant1 olan Wnt5
tip 2 diabetle iliskilidir. Wbt5, B katenin’in nukleusa translokasyonu engelleyerek
aktivitesini inhibe eder (Sekil 2.7) [Cristancho and Lazar, 2011]. Onciil
preadipositlerin iizerinde dogal olmayan Wnt sinyal yolagini inhibe eder [Stephen et

al., 2006] .
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Sekil 2.7: Adipogenezde WNT sinyali.
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2.9. Kriippel-Benzeri Faktorler

Kriippel-Benzeri Faktorler(KLF) apoptoz, proliferasyon ve farklilagmay1
diizenleyen CACC- ve GC-‘ce zengin DNA sekanslarina baglanan ¢inko parmagi
proteinlerinin genis bir ailesidir.(H30) KFL’lerin bir¢ogu adipoz dokuda eksprese
olur. Adiposit farklilagsmasi iizerinde etkileri vardir. KLF15 adipositlerde oldugu
belirlenen ilk KLF aile iiyesidir ve insiiline duyarli glukoz transport-4 (GLUT-4)
ifadesini tesvik eder [Gray et al., 2002]. KLF5, C/EBPf ve C/EBP$ tarafindan erken
adiposit farklilagmasi1 boyunca uyarilmaktadir. Ayrica KLF5, PPARy’nin
promotoruna baglanarak C/EBP’ler ile birlikte trasnkripsiyonel aktivasyonda yer
almaktadir. KLF6 ise 3T3-L1 hiicrelerinde ve fibroblastlarda preadiposit faktor-1’in
ekspresyonunu baskilamaktadir. KLF’lerin hepsi adiposit farklilasmasimni tesvik
etmez. KLF2 ve 7 anti adipojenik etkiye sahiptir. KLF2 PPARy’nin promotorunu
inhibe eder [Wu et al., 2005].

2.10. TGF-p Siiper Aile Sinyali

Transforming Growth Faktor B (TGF-B) siiper aile ligantt morfojenler
tarafindan salinir. Bu sinyal ¢esitli hiicrelerin farklilagmasini diizenler. TGF- § 6ncii
adiposit ¢gogalmasini tesvik ederken adipogenezide inhibe eden bir sitokinindir. TGF-
B’nin transgenik overekspresyonu adipoz dokunun gelisimini engeller [Clouthier et
al., 1997]. Endojenik TGFp sinyalinin engellenmesi, adipoz dokuda artan Smad3’iin
inhibisyonu araciligiyla gerceklesir. Smad3 C/EBP’lere baglanir ve transkripsiyonel
aktivitelerini engeller. Adipogenezide kapsayan BMP2, p38 yolag: araciligyla gesitli
smad proteinleinin aktivitelerini uyayarak adipogenezi tesvik eder [Choy et al.,
2003]. BMP2 Smadl’i aktive eder ve nuklear translokasyonunu artirarak direkt

olarak PPARy’y1 sitiimiile eder.
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2.1.1. Mitogenle Etkilesen Protein Kinaz

Biiylime faktorleri ve sitokinler ekstra hiicresel sinyal molekiilleridir ve hiicre
bliylimesi ve farklilasmayi kontrol eder. Trompositten tiiremis biiyiime faktorii,
epidermal biiyiime faktorleri (EGF), fibroblat biiyiime faktor, tiimor nekrosis faktor
a, transforming biliylime faktorii gib biiylime faktorlerinin in vivo ve in vitroda
adipogenezi baskiladig1 gosterilmistir [Gregoire et al., 1992]. Aksine, insiilin benzeri
biiyiime faktorii (IGF-1) ya da insiilinin farmakolojik konsantrasyonu adiposit
farklilagsmasini tesvik eder [Smith et al., 1988]. Bu biiyiime faktorleri ve sitokinler
onci hiicre yiizey reseptorlerine baglanir ve hiicre ici sinyal yolagini aktiflestirerek
hedef hiicrelerini etkilerler. Bu faktorler adiposit farklilasmasi iizerinde ters etkiye
sahiptir fakat bu faktorler Mitojenle Etkilesen Protein Kinaz (MAPK) bagimli yolagi
aktiflestirirler [Hu et al., 1996]. Birgok ¢alisma sonucunda; adiposit farklilagsmasinda
MAPK yolagmin rolii geliskilidir. Bazi raporlar; mitotik klonal genisleme ya da
adiposit farklilasmasi [Park et al., 2004], [Prusty et al., 2002] i¢in ekstra hiicre dis1
sinyal diizenleyici kinaz (ERK)’in hizli gegici aktivasyonunun gerekli oldugunu
gostermislerdir. Baska bir raporda ise; ERK aktivasyonu tarafindan farklilagmanin

baskilandigi rapor edilmistir [Camp et al., 1997].

2.12. Adipoz Dokuda AMP ile Aktive Kinazin (AMPK)

Fonksiyonu

AMP ile Aktive Kinazin(AMPK), hiicrenin enerji homeostasiyle iliskilidir.
AMPK; glukoz transport, protein sentezi, glukogenez gibi artan enerji olaylarin
gerceklestigi yolaklart tesvik eder. Lipogenez, protein sentezi, glukogenez gibi
enerjinin tikendigi durumlarda da gorev alir. AMPK1 adipoz doku enerji
dengesinin/diizenleyisinin major bir bilesenidir ve bu dokudan hormon
salgilanmasina, yag asit salinimi boyunca insiilin duyarliliginin diizenlenmesinde
anahtar rol oynar. AMPK hiicrede bir katalitik alt iinite ve 2 diizenleyici (B ve y) alt
tiniteden olugsmak {izere heterodimerik kompleks olusturur [Woods et al., 1996].
AMPK’larin farkli izoformlar1 kesfedilmistir. Bu farkli izoformlar 12 farkh
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kompleksin olusturmasint ve AMPK’larin farkli 6zellikler kazanmasini saglar.
Adipoz dokuda al katalitik alt iinite predominant izoformudur.

Rejim ve egzersiz adipoz dokuda AMPK’y1 aktive eder. Bu iki durum
adrenerjik etkiyi meydana getirir. Harcanan enerji beta-adrenerjik agonisti ve ikincil
mesajc1 CAMP tesvik ederek AMPK aktivitesini gergeklestirir.

Leptin ve adiponektin adipoz dokuda AMPK’y1 aktiflestiren hormonlardir.
Biguaniddines gibi hiperglisemik ilaglar adipoz dokularda AMPK’nin aktivitesini
artirtr. Bagka bir hiperglisemik ajan olan triazolidinediones transkripsiyon faktorii
olan PPARy’nin ligantidir ve adipoz dokuda AMPK’nin aktivitesini artirir [Daval et
al., 2005].

Adipoz dokuda AMPK’nin aktiflesmesine neden olan egzersiz ve rejim gibi
durumlarda AMPK’nin aktifleimesine paralel olarak AMP/ATP oranida artis
gosterir.  AMPK’nin aktivasyonunda sorumlu 2 farkli kinaz bulunmaktadir.
Bunlardan ilki tiimér baskilayict LKB1 kinazdir. Hiicrede AMP konsantrasyonu
arttiginda, AMP, AMPK’nin « alt {initesine baglanarak AMPK’da konformasyonel
degisiklige neden olur. Boylece AMPK LKB1’i fosforlanmasi igin uygun hale gelir
[Hawley et al., 2005]. Diger kinaz ise; kalmodulin kinaz kinaz B’dir. Bu kinaz
hiicrelerde Ca®* konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak fosforlanip ve aktive

oldugu belirlenmistir [Blerina et al., 2008].

2.13. AMPK Ailesi ve Adiposit Farkhllasmasina Etkisi

AMPK aktivasyonu adiposit farklilagsmasini inhibe eder. AMP analogu olan ve
AMPK’y1 aktiflestiren bir ajan olan AICAR ile muamele edilen 3T3-L1 ve F442A
oncii adiposit hiicrelerinde adiposit farklilagsmasinin inhibe oldugu, bununla birlikte
farklilasmanin ge¢ markirlarindan olan C/EBPa ve PPARY transkripsiyon faktorlerini

bloklayarak adiposit farklilasmasini inhibe ettigi gosterilmistir [Habinowski et al.,
2001].
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3. SIK PROTEIN AILESI

Ik olarak yiiksek tuz diyeti almis farelerin adrenal bezinden klonlanmis bir
serin/treonin kinazdir. SIK, AMP ile aktive olan protein kinaz ailesinin bir iiyesidir.
SIK1 ile olan homolojisi baz alinarak karsilastirmali dizi analizleri sonucunda SIK2
ve SIK3 olarak tizere 2 farkli izoformu daha bulunmustur.(Sekil 3.1) [Berdeaux et
al., 2011]. Biitiin bu kinaz izoformlar1 evrim boyunca korunmustur. Memelilerde
SIK1 mRNA’s1 adrenal bezlerde, testislerde ve iskelet kasinda bol miktarda
bulunurken adipoz doku, karaciger ve kalpte az miktarda bulunur [Horike et al.,
2003]. SIK2 ise karaciger, adipoz doku ve beyin gibi dokularda bol miktarda
bulunur. SIK3’nin ise biitiin dokularda anlatiminin yapildigi belirlenmistir [Okamoto
et al., 2004].

Diger AMPK ile ilgili protein kinazlar gibi SIK proteinleri olduk¢a korunmus
homolog N-terminal kinaz alt birimi ve hemen bitigiginde ubikiitin baglanan (UBA)
alt birimi igerirler. SIK nin her 3 izoformuda arginin/lizince zengin bdlgenin yaninda
bulunan korunmus C-ucunda PKA (protein kinaz A) fosforilasyon bdlgesi
bulundururlar. Bu PKA fosforilasyon bolgesinin nukleus yerlesim sinyali (NLS)
olarak yer aldigi diistintilmektedir [Katoh et al., 2004]. Bu serin bakiyesinin PKA
tarafindan fosforlanmasiyla SIK’nin nukleustan sitoplazmaya goc ettigi ve
fonksiyonunun baskilandigr gosterilmistir [Katoh et al.,, 2004]. Bir diger
fosforilasyon bolgesi kinaz domeni igerisinde bulunmaktadir ve SIK’nin kinaz
aktivitesini etkilemektedir. Fosforilasyondan 6nce SIK’in kinaz alt birimi katalitik
olarak aktif degildir fakat diger AMPK ailesi proteinlerinde de oldugu gibi LKBI1
(timor baskilayict kinaz 1)’in ilgili treonin bakiyesini fosforlamasiyla bu bolgede
yapisal bir degisim meydana gelmektedir. Boylece SIK’in, substratlarini
fosforlayabilmesi i¢in gerekli olan kinaz aktivitesi ortaya c¢ikarilmaktadir [Katoh et
al., 2006]. Bir diger fosforilasyon bolgesi ise AKT tarafindan fosforlanan serin
bakiyesidir. Insiilin sinyal yolaklarinda gorev alan AKT’nin ilgili bélgeyi
fosforlamasi sonucunda, SIK aktive olarak gorev aldig1 yolaklardaki islevini yerine
getirmektedir. Bagka bir deyisle, insiilin sinyaline cevaben SIK aktivasyonu Akt

(PKB) fosforilasyonu ile saglanmaktadir [Berdeaux et al., 2011].
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A: SIKI

(LKBI) (PKA)
I KINASH I 1 UBA I | RK-rich |
27 278 302 343 387 612
B: SIK2
(LKBI) (AKT) (PKA)
' K 1175 5358 \?—-
I KINASI I 1 UBA I I RK-rich |
26 268 294 333 597 622
Identity R0% l 71% I 23% I 8% I 286

Sekil 3.1: SIK2 ve SIK1 izoformlari.

3.1. SIK2 (Salt inducible Kinase-2)

Farelerde bulunan SIK2 103 kDa ve 931 amino asit bakiyesi iceren bir
proteindir. SIK2 mRNA’s1 beyaz ve kahverengi yag dokuda bol miktarda bulunur
[Horike et al., 2003]. Onciil adiposit hiicrelerinde ve primer adipositlerde SIK2
MRNA’s1 adipogenez boyunca ifadesini siirdiiriir.

CREB (CAMP-duyarli elemente bagimli protein) hiicre canliligi, hiicre
boliinmesi ve glukoz metabolizmasi gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol oynayan ve
CRE (CAMP duyarli element) adi1 verilen 6zel DNA dizilerine baglanan 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir. CREB’in koaktivatorii olan CRTC3, adipoz dokuda bol
miktarda bulunur [Song et al., 2010]. Yiiksek yag diyetiyle beslenmis CRTC3
"knockout" farelerde daha fazla insiilin duyarliligi olustugu ve daha az lipit
depolandigi goriilmistiir. Bu durumda, CRTC3 yoklugunda beyaz yag hiicrelerinde
CREB/CRTC3 kompleksinin hedef geni olan RGS2’nin (regulator of g-protein
signaling 2) ekspresyonunun azalmasindan dolayr CAMP sinyalinin aktivitesi
artmigtir. RGS2 heterodimerik G proteinler {izerinde inhibitor etki gosterir.
CRTC’nin hiicrelerde ki yoklugu RGS2 ekspresyonunu azaltir ve cAMP’nin
artmasina neden olur. CAMP artis1 ise adipoz dokuda lipolizi tesvik eder. Bu
sebepten dolayr CRTC3 -/- yag hiicrelerinde cAMP nin artmasi lipolizin artmasina

ve yagsiz bir fenotipin olusmasina neden olur. SIK kinaz normalde CRT3’i
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baskilamaktadir [Song et al., 2010]. Bu sebeple yag hiicrelerinde SIK ekspresyonu
lipolizi tesvik ederken, SIK2’den yoksun hayvanlarda; yiiksek yag diyetiyle
beslenmis beyaz yag dokularinda, daha fazla trigliserit depo edilebilecegi
Oongoriilmektedir.

SIK?2 insiilin direnci, hiperglisemi, karaciger yaglanmasi (hepatik steatosis) ve
tip 1l diyabet gibi metabolik sendromlardaki bilinen ve olas1 rollerinden dolay1 bu
patolojik durumlarin tedavileri igin olduk¢a Onemli bir hedef olarak ortaya
cikmaktadir [Horike et al., 2003], [Bricambert et al., 2009]. Hiicre igerisindeki
CAMP miktarina duyarli olan SIK2 tarafindan diizenlenen en iyi tanimlanmis hedef
protein bir transkripsiyon faktorii olan CREB’in (CRE-Binding Protein) es aktivatorii
TORC2’dir (Transducer of regulated CREB aktivity 2) [Takemori et al., 2009].
Hiicre i¢i cAMP uyarani yokken SIK2, TORC2’yi serl71 bakiyesinden fosforlayarak
bu transkripsiyonel koaktivatoriin 14-3-14 proteinleriyle sitoplazmada tutulmasina
neden olur. Hiicre tipine gore farklilik gosteren sinyallerin Ornegin karaciger
hiicrelerinde glukogonun hiicre yiizeyine ulagmasi i¢in cAMP miktarin1 arttirmakta,
buna cevaben aktive olan PKA SIK2’y1 fosforlayarak  aktivitesini
baskilayabilmektedir. Fosforile olan SIK2 inaktive oldugundan dolayr TORC2’yi
fosforile edemez bu nedenle nukleusa go¢c eden TORC2 transkripsiyon faktorii olan
CREB’e baglanarak CRE bagimli genlerin transkripsiyonunu baslatir [Dentin et al.,
2007] ve bu yolakta bulunan diger molekiillerin aktivasyonu ise fosforilasyon-
defosforilasyon SIK2 ile diizenlenen bu mekanizma glukoogenezi diizenleyen
genlerin anlatiminda gorev alir [Wang et al., 2009]. Bunun yani1 sira SIK2, SREBP-
lc ve p300 gibi proteinlerin fosforilasyonunu gerceklestirerek lipogenik genlerin

anlatimim diizenlemektedir [Bricambert et al., 2010]
3.2. SIK2 ve Insiilin Sinyal iliskisi

Insiilin &zellesmis beta hiicrelerinden olusan pankreastan salinan bir
hormondur. Insiilin normal viicut enerji dengesinin diizenlenmesini kontrol eden
anabolik hormonlardan biridir. Kanda glukoz seviyesine cevaben insiilin, karaciger
yag gibi dokular1 uyararak glikozun hiicre i¢ine alinmasini ve dokularda lipid ya da
glikojen olarak depolanarak kandaki seker diizeyinin diigiiriilmesini uyarmaktadir

[Naimi et al., 2009]
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Kanda konsantrasyonu artan insiilin, hiicre yiizeyinde bulunan insiilin
reseptOrlerine baglanmaktadir. Bu reseptorler tirozin kinaz reseptor ailesinin bir
iiyesidir. Insiilunin reseptdre baglanmasi sonucu otofosforilasyonla aktive olur.
IRS1/2’nin  (insiilin  response subsrate 1-2) adaptér molekiillerinin  tirozin
bakiyelerinden fosforlanmasi sonucunda aktive olan PIK3 Akt'nin (PKB)
aktivasyonunu saglar ve anabolik insiilin yolagmmi ve diger metabolik yolaklari
aktivasyonunu uyarir [Tanti et al., 2009]. Insiilin tesviki oldugu normal fizyolojik
durumlarda, insiilin reseptoriine bagli IRS1/2 {izerinde zamana kontroliine bagh
olarak bir dizi bolgenin fosforlanmasina olanak saglar. Pozitif ve negatif diizenleyici
bolgelerin arasinda hassas bir denge vardir. Bu sebeple ilk once pozitif diizenleyici
bolgenin fosforlanmasi gerg¢eklesir ve IRS1’in tirozin bakiyesinden fosforlanmasina
olanak saglarlar. Insiilin direnci gibi patolojik durumlarda ise mTOR, JNK gibi farkli
serin kinaz proteinin aktiviteleri sonucu insulin sinyalinin bozulmasina ve insiilin

direncinin meydana gelmesine neden olur (Sekil 3.2) [Tanti et al., 2009].
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Sekil 3.2: IRS-1’de serin fosforilasyon bolgeleri ve insiilin sinyal yolagi.

Yapilan galismalar sonucu SIK2’nin IRS-1’i dogrudan S-794 (farede S-789)
fosforlayarak lipogenezi baskiladig1 gosterilmistir [Horike et al., 2003].
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3.3. Compound C

Compound C  (6-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)-fenil]-3-pyridin-4-yl-pyrrazolo
[1,5-a]pyrimidin), son derece secici AMPK inhibitoriidiir. Ayrica AMPK ile iliskili
proteinleride inhibe eder. Genellikle; AMPK aktivatoriiniin etkilerini azaltmak igin

deneysel arag olarak kullanilmaktadir [Zhou et al., 2001].
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4. ENDOPLAZMIK RETIKULUM

Biitiin 6karyot hiicrelerde bulunan endoplazmik retikulum (ER) tiim hiicre
zarinin yarisini olusturur. Endoplazmik retikulum dallanmis tiibiiller ve sitozole
yayillmis keselerden olusmaktadir. Tibiiller ve keseler birbirleriyle baglantilidir.
ER’yi tek bir boslugu ¢evreleyen devamlilig1 saglayan bir ortii seklinde diisiiniirler.
Bu dolambagli bosluga “ER Liimeni” ya da “ER Sisterna Boslugu” adi verilir. ER
zar1; ER liimeninin sitozolden ayrilmasini saglar ve molekiillerin bu iki zar arasinda
secici tasinmasinda fonksiyoneldir.

ER lipid ve protein biyosentezinde c¢ok Onemli role sahiptir. Proteini
sentezlemekte olan ribozom dogrudan ER zarma tutunur. Bu zara baglh ribozomlar
ER vyiizeyini kaplar ve piiriizlii ER’yi olustururlar. Uzerinde bagli ribozom olmayan
ER bolgelerine “diiz endoplazmik retikulum” denir ve baslica yag sentezinin
yapildigr kistmdir. Bu ER bolgelerinde golgi aygitina taginmak iizere yeni
sentezlenen proteinleri ve lipitleri tagiyan, tasima keseciklerinin koptugu ER ¢ikisi
bulunur bu bolgelerde “translasyonel ER” denir (Sekil 4.1) [Lodish et al., 2004].

ER’nin 6karyotik hiicrelerdeki diger bir islevide sitozolden Ca®‘’nim
alinmasidir. Ca®* baglayan proteinlerin yiiksek derisimleri sayesinde Ca®* ER
liimeninde depolanir. Cogu hiicre tiplerinde ER’nin belirli bdlgeleri Ca?*
depolanmasi igin o6zellesmistir. Ornegin, kas hiicrelerinde bol miktarda ca®
depolayan 6zellesmis sarkoplazmik retikulum adi verilen yapilar bulunmaktadir. Bu
yapilar Ca*"yi, limenine Ca’* pompolayan bir Ca®* ATPaz proteini aracihig: ile
sitozolden alir [Lodish et al., 2004].

Endoplasmic Reticulum
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Sekil 4.1: Endoplazmik Retikulum.
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4.1. ER Stres

Okaryotik hiicrelerde; ER primer olarak salgi yolag: gibi davramir. ER protein
sentezi, modifikasyonu, proteinlerin tasinmasi ve cesitli salgisal ve sinyal yolaklarina
cevap vermek gibi siireclerde rol oynamaktadir. ER boyunca biitiin salgilanan
proteinler salgi yolaklarina girerek hedef bolgelerine tasinirlar. Bu siiregte ER
icerisinde proteinler islevleri dogrultusunda, ¢esitli katlanmalar, kirpilmalar ve post-
transkripsiyonel modifikasyonlar gegirirler. Bu asamalar1 dogru katlanmis
proteinlerin golgi kompleksine tasinmasi siireci izler. Dogru katlanmamis proteinler
ise endoplazmik retikulumda tutulurlar ve bu yanlis katlanmalar ve katlanmayan
proteinlerin etkilesimi sonucu olusan protein birikiminin olusturdugu patolojik
durumu, ya da protein tasiminindaki kusurlar gibi gesitli olgular ER igin stres
olusturular. Bu durum hiicre tarafindan ER zarinda yer alan ti¢lii sinyal mekanizmasi
tarafindan diizeltilmeye calisilir. ER’de olusan bu strese protein katlanmasinin
bozulmasinin yaninda lipid metabolizmasi hiicre duvari biyogenezinde veya Ca’
depolanmasinda meydana gelen bozulmalarada neden olabilir. Bu durumu ortadan
kaldirmaya yonelik ER zarinda yer alan iiglii sinyal mekanizmasinin olusturdugu
adaptif cevaba katlanmamis protein cevabi [unfolded protein response (UPR)] denir
(Sekil 4.2) [Yoshida, 2007].

ER’de katlanmamis proteinlerin asir1 birikmesinin dnlenmesinde hiicrelerde iki
basit mekanizma kullanilir. Bunlardan ilki ER’de bulunan ve katlanmada gorevli
olan saperon ad1 verilen 6zel proteinler aracilig ile gergeklestirilir. Saperonlar; farkl
molekiiller araciligiyla gergeklesen  posttranslasyonel ve  kotranslasyonel
modifikasyonlarda disiilfit baglarmin olusmasi, sinyaller ile ilgili peptitlerin
kesilmesi, N-glokizilasyon ve glikofofatidilinositol (gp1) gruplarinin eklenmesi gibi
kovalent degisimler ile proteinlerin dogru bir sekilde katlanmasi ve olgunlagmasinda
fonksiyoneldir [Zhang et al., 2004], [Ron et al., 2007]. Saperonlar ayrica diger
molekiiler ile birlikte ER’nin katlanma kapasitesini diizenler ve ER’nin boyutunu
arttirirlar. ER stresi durumlarinda hiicreler saperon proteinlerin regiilasyonunu ve
aktivasyonun diizenleyerek bu durumdan kurtulmaya calisir. Ikinci mekanizma ise;
transkripsiyonel ve translokasyon seviyesi iizerinde protein sentezini durdurarak
ER’de fazla biriken katlanmamis protein yiikiinii azaltmaktir. Eger bu durum
gereginden fazla olur ve ER bu durumla bas edemezse; yalnizca dogru katlanan
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proteinler ilgili hedeflerine ulastirilmak iizere golgiye gonderilirken, hatali katlanan
ya da katlanamayan proteinler ise 268-proteozomlarda yikilmak iizere “ER-aracili

degredasyon” (ERAD) adi verilen 6zel bir mekanizma ile yeniden sitoplazmaya
tasinir [Yoshida, 2007], [Ron et al., 2007].

/ ' degraded cwoplasN
| MRNA ribosome if |
unfolded protein folded pr% coo0
- N T OOO

\ﬁ' ER chaperone \ r

nascent protein

l Golgi apparatus

f{b% aggregation

—_— —b folding disease

Sekil 4.2: Katlanmayan proteinlerin ER liimeni igerisinde kiimeler halinde birikmesi
ve ER stresini tetiklemesi.

UPR, IREla (inositol-requirisinglalfa), PERK [double stranted RNA
dependent protein kinase (pkr) like ER kinase] ve ATF6 (aktive edici transkripsiyon
faktorii 6) olmak {lizere ii¢ farkli transmembran proteinlerinden olusur. Bu
transmembran proteinleri, katlanmamis proteinleri algilayan ER-luminal alt birimine
sahiptirler. Transmembran alt birimi ER membranini1 hedef alirken, sitozolik alt
birim transkripsiyon ya da translokasyon bilesen sinyalinin gegisini saglar [Yoshida,
20071].

BIP (Grp78), amino ucunda bir ATPaz alt birimine sahip, karboksil ucunda ise
substrat baglanma alt birimi tasiyan HSP70 protein ailesinin bir iyesidir. UPR
yolaklar1 igin; ER saperonu olan BIP (GRP78) ana diizenleyicidir. BIP; katlanmamis
proteinlere bu protein zincirlerinde bulunan hidrofobik bolgelerden baglanir ve N-
ucundaki ATPaz alt birimi araciligiyla ATP'in hidrolizi gerceklesir ve boylece
proteinlerde yapisal degisiklikler meydana getirerek katlanmalarini saglar [Schrodera
et al., 2004].
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ER stres olmayan durumlarda BIP; IRE1, PERK ve ATF6’nin ER liimenine
bakan alt birimine bagli olarak bulunmaktadir. Katlanmamis proteinlerin birikmesi
sonucunda, bu proteinlerden ayrilarak, homodimerizasyon ile bunlarin aktivasyonuna
olanak verir [Yoshida, 2007].

PERK; ER’de lokalize olan tip 1 transmembran proteindir. PERK’in liiminal
bolgesi sitoplazmik alt birimi igerir. PERK’in bu luminal bélgesi katlanmamig
proteinler ile iliskilidir. Bununla birlikte PERK’in sitoplazmik bolgesi kinaz alt
birimi igerir. ER stres olmadigi durumlarda, BIP PERK’in liiminal alt birimine
baglanarak PERK in aktivasyonunu engeller. ER stres oldugunda ise, BIP PERK ’ten
ayrilir ve PERK aktiflesir (Sekil 4.3) [Basseri et al., 2012]. Oligomerizasyon ve
trans-fosforilasyon araciligiyla aktive olan PERK sitoplazmik yiizeyde kinaz alt
birimin(Pperk) okaryotik translokasyon baslama faktor 2’nin (elF2) alfa alt
tinitesinin aktivitesini engelleyerek protein sentezininin azalatilmasina sebep olur
[Basseri et al., 2012].
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Sekil 4.3: PERK Yolag:.
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PERK; apoptozla iliskili olan birgok genin (CHOP, GADD34 gibi) anlatiminda
da fonksiyoneldir. PERK; bunlardan birtanesi olan CHOP’un transkiripsiyonunda
gorev alan ATF4 un anlatimini gerceklestirir. Bir transkripsiyon faktorii olan CHOP
stres durumunda ki hiicreyi kaspas-3 aktivasyonu ile apoptoza gotiiriirken biryandan
da oksidadif strese direng gosteren mekanizmalarda fonksiyoneldir.

ER membrani iizerinde bulunan diger bir sensor molekiil. ATF6, tip 2
transmembran proteindir ve liminal alt birimi katlanmamis proteinin cevabina
duyarhidir. ATF6’nin sitoplazmik boliimii DNA baglanma alt birimine sahiptir ve bu
alt biriminde bazik 16zin zipper motifi (bZIP) transkripsiyonel aktivasyon alt birimi
icerir. ER stresin olmadig1 durumlarda BIP ATF6’nin liiminal alt birimine baglidir ve

golgi lokalizayon sinyalini engeller.
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Sekil 4.4: ER Stres sonucu aktive olan ATF6.

Katlanmamis proteinlerin cevabinda, BIP ATF6’dan uzaklasir. ATF6 vasikiiler
tasiyic1 tarafindan golgi aygitina tasimir. Golgi aygitinda sirasiyla ATF6 Once
limende ylizeye bakan SIP1 (side protease 1), sonrada golgi i¢erisinde bulunan SIP2
tarafindan kesilir. ATF6’nin sitoplazmik boliimii nukleusa go¢ eder. Nukleusta cis-
akting elemente baglanir (Sekil 4.4) [Ron et al., 2007]. Bu sayede ER stres response
element tasiyan ER sapheron genlerinin (BIP, grp94 gibi) transkripsiyonlarini uyarir
[Ron et al., 2007].

ER membraninda bulunan 3. sensér molekiil IRE1’dir (inositol requirement).
IRE1’in liminal alt birimi PERK ile benzerlik gosterir ve katlanmamis proteinleri
algilamayla iligkilidir. Bunun yaninda IRE1’nin sitoplazmik alt birimi kinaz ve

RNAaz alt biriminleride igerir. IRE1’in iki farkli geni vardir. Bunlar; IRE1-a ve
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IRE1-f’dir. ER stresi durumu oldugunda, IRE1’den BIP’in ayrilmasiyla IRE1
aktiflesir ve dimerizasyon yaparak transfosforilasyona ugrar. Aktive olan IRE1-q,
xbp1 pre-mRNA’simm1 kirpilma mekanizmalar1 ile olgun mRNA ya gevirir. Pre-
mMRNA’da DNA baglanma bolgesi ve aktivasyon alt birimleri vardir. Fakat
transkiripsiyonu gerceklestiremez. Buna karsin olgun Xbpl transkripsiyonu
gerceklestirir (Sekil 4.5) [Ron et al., 2007]. Ayrica lipid sentezi, ER biyogeneziyle
ilgili proteinlerin ekspresyonlarini tesvik eder. Bu nedenle, pankreatik beta hiicreleri,
hepatositler, antibody iireten plazma hiicreleri gibi salgi proteinlerinin biiyiik
Olgeklerde tiretildigi hiicre grublarinin bir g¢ogunlugunda XBPI &nemli roller
oynamaktadir [Yoshida, 2007].
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Sekil 4.5: ER stres yolagi.
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4.1.1. ER Stresin Adipoz Dokuya Etkileri

Obezitenin ER strese neden oldugu bilinmektedir. ER stresle adipoz doku
arasindaki  olasi1  molekiiler mekanizmalar ve etkilesimler tam olarak
aydinlatilamamustir. ER stresi oldugu durumlarda aktiflesen PERK yolag: sayesinde;
ifadesi olan elF2q, tarafindan anlatimi olan ATF4’e dolayisyla; CHOP’un sentezini
gerceklestirir. Olusan CHOP, C/EBP benzeri proteindir ve adiposit farklilagsmasinda
fonksiyonel C/EBP genmin fonksiyonunu bozarak PPARy’y1 baskiladigi

goriilmistiir [Basseri et al., 2012].

4.1.2. Thapsigargin

Thapsigargin; siskiterpen lakton olan bir bitki tiirevidir[ Thastrup et al. ,1990].
Thapsigargin, endoplazmik retikulumda bulunan Ca*>-ATPase pompalarinin
calismasint engelleyen bir inhibitordiir. Ca*? kanallarinin inhibe edilmesi ile ER
limeninde Ca* iyonlarinin birikmesi sonucu fonksiyonu bozulan ER’de stres

meydana gelir [Lytton et al., 1991].
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. Materyal

5.1.1. Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM  (Gibco, 12800-116),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM (Lonza, BE12-604F), Fetal Bovine
Serum (Lonza, DE14-802F), Opti-MEM 1 (Gibco, ), 10X Tyrpsin-EDTA (Pan Bio,
P10-024100), Penicillin-Streptomycin (Pan Bio, P06-07100), Thapsigargin (MP Bio,
0215899901), Yagsiz siit tozu (AppliChem, A0830), Agarose (OmniLab, 2701120),
Red Safe Nucleic Acid Staining Solution (Intron, 21141), 20X LumiGLO ECL
(CellSignaling, 7003), gRT-PCR Primerleri (BioBasic Inc), DEPC (AppliChem,
A0881), DMSO (Sigma-Aldrich, D5879), SIK2 Antikoru (Abcam, ab53423), ERK
Antikoru (CellSignaling, 3826), p-ERK Antikoru (CellSignaling, 9197), AKT
Antikoru (CellSignaling, ), SREBP-1c Antikoru (Pierce, MA5-11685), a-Tubulin
Antikoru (GenScript, A01410), p-AKT (CellSignaling ), Anti-Rabbit Secondary 19G-
HRP Antibody (SantaCruz Biotechnology, sc-2004), Anti-Mouse Secondary 1gG-
HRP Antibody (SantaCruz Biotechnology, sc-2005).

RNeasy Mini Kit (Qiagen, 74104), QuantiTech Reverse Transcription Kit
(Qiagen, 205311), BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23227), Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Fermentas, K0251), X-tremeGENE 9 DNA
Transfeksiyon Ajani (Roche, 06365779001), QIAprep Spin Miniprep Plasmid Kit
(Qiagen, 27104), QIlAfilter Plazmid Midi Kit (Qiagen, 12243).

5.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

CO; inkiibatorii (ThermoForma), Laminar Akim Kabini (Clean Air), Su
banyosu (Memmert), Plate Reader (Thermo, Varioskan Flash), Isik Mikroskobu
(Nikon TMS), Floresans Mikroskobu (Nikon, Eclipse Ti-S), Dikey Elektroforez ve
Transfer Sistemi (BioRad Mini Protean), PVDF Western Blotting Membrane (Roche,
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03010040001), Sogutmali Mikrosantrifiij (Beckman Coulter 22R), Mikrosantrifiij
(Beckman Coulter, Microfuge), Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22), Sicaklik
Inkiibatérlii Calkalayict (BioSan, ES-20), Termal Déngii Cihazi (BioRad), Gergek
Zamanli Termal Dongii Cihazi (Roche, LC480II), Hassas terazi (Precisa), 0,2 ml, 15
ml ve 50 ml santrifijj tiipleri (Isolab), 1,5 ml santrifiij tiipii (Axygen), 0.2 pm siringa
ucu filtre (TPP), 0.2 pm vakum filtresi (TPP), -80°C Dondurucu (Sanyo, MDF-192),
Hiicre kiiltiirii kaplar1 ve dondurma tiipleri (TPP), Cam malzemeler (Isolab), pH
Metre (Mettler Toledo), Jel Goriintilleme Sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+),
Vortex (IKA), Sivi Azot Tanki (Arpege 140), Otoklav (Hirayama, HVE-50), Pipet
tabancas1 (Thermo), Mikro Pipetorler (Gilson), Mikro Pipetorler (Thermo), Filtreli
mikropipetor uglart (Thermo), Serolojik cam pipet (Isolab), Pasteur Pipet (Isolab),
Orbital Shaker (IKA, Yellow line), Isitict Blok (VWR), Manyetik karistirict
(Heidolph).

5.1.3. Kullanilan Soliisyonlar

10X PBS(Phosphate Buffered Saline): 80 g NaCl, 2 g KCI, 115 g
Na;HPO,4.7H,0, 2 g KH,PO,4 son hacim 1 L olacak sekilde distile su igerisinde
¢oziildiikten sonra (pH degerinin 7.5 civarmda oldugu kontrol edilerek), 121°C’de 20
dk. otoklavlanarak steril edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir. Hiicre kiiltiirti
calismalarinda 1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak
kullanilmistir.

1X Tripsin-EDTA: Ticari olarak elde edilen 10X Tripsin-EDTA, steril 1X PBS
ile 1:10 oraninda seyreltilerek hiicre pasajlamada kullanilmistir.

1X Stok Medyum: Hiicrelerin sivi nitrojende uzun siire saklanmasi igin,5ml
DMSO0,45 ml FBS’ye eklenerek % 10’luk medyum yapilmis ve +4°C'de
saklanmustir.

Hiicre Dondurma Medyumu: 3T3-L1 hiicrelerini siv1 nitrojende saklamak igin,
kullanilan normal hiicre biiylime besiyerine % 10 (v/v) olacak sekilde DMSO
eklenerek aliiminyum folyo ile sarilmis tiipte steril olarak +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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IBMX(Isobutylmethylxanthine): 0,00115 gr IBMX,100ul 0,5 KOH iginde
¢oOziilmiis,10ml mediuma 100 pl ekleyerek final konsantrasyon 0,5 Mm olacak
sekilde kullanilmistir. IBMX soliisyonu her deney icin taze olarak hazirlanmistir.

DEX(Dexamethasone):10mM stok hazirlanirken,0,04 gr DEX,10ul %100
EtOH’de ¢6ziilmiis ve -20’de saklanmistir. Calisma soliisyonu igin ise ana stok,1X
PBS ile 1 mM olacak sekilde dilue edilmistir. Final konsantrasyonu 1uM olacak
sekilde besi yerine eklenerek kullanilmistir.

Insiilin: 0,01gr insiilin 0,02 M HCI’de ¢dziilmiis (0,02 M HCI hazirlamak i¢in
16,6 ul %37 HCI(12M)+983,4 ul dH,0 kullanilmistir),uyarict besi yerinde 1:1000
oraninda, final konsantrasyonu 1ug/ml olacak sekilde kullanilmistir.

MDI: Farklilasma icin kullanilan karisim, hazirlamis oldugumuz IBMX, Dex
ve Insiilin stok soliisyonlarinin ilk olarak bir miktar besiyeri ile birlikte 0,22 mikron
filtre ile sterilizasyonu takiben final konsantrasyon dikkate alinarak 3T3-L1 besi
ortaminin hazirlanmasinda kullanilmgtir.

10X SDS-Yiiriitme Tamponu: 30,3 g Tris Base, 144.1 g Glisin ve 10 g SDS
tartilarak toplam hacim 1 L olacak sekilde distile su (dH,0) igerisinde ¢ozlilmiistiir.
SDS-PAGE i¢in kullanilacagr zaman ise distile su ile 1:10 seyreltilerek (1X)
kullanilmistir.

10X Transfer Tamponu: 28,1 g Tris Base, 131 g Glisin tartilarak distile su ile 1
L total hacim igerisinde ¢Ozlilmiistiir.

1X Transfer Tamponu: Hazirlanacak toplam hacmin %10’u 10X Transfer
tamponu, %20’si metanol igerecek sekilde soliisyonlar meziir ile 6l¢iilmiis ve hacmin
geri kalan1 dH2O ile tamamlanmistir. (1 L 1X Transfer Tamponu i¢in; 100 ml 10X
Transfer Tamponu + 200 ml metanol + 700 ml dH,0)

4X SDS Yiikleme (Laemmli) Boyasi: 2.4 ml Tris-HCI (1M pH 6.8), 0.8 g SDS,
4 ml Gliserol (% 100), %0.01 (w/v) Bromophenol Blue (BPB), 1 ml -
Mercaptoethanol, 2.8 ml dH,O eklenerek falkon tiipte birbirlerine iyice karismasi
saglanmigtir. Karisim homojen hale getirildikten sonra aliiminyum folyo ile sarilarak
-20°C’de muhafaza edilmistir.

10X TBS: 1 L igin 24,23 g Tris (final 0.2 M), 88 g NaCl (final 1.5 M),
tartilarak yaklasik 800-900 ml dH,0O igerisinde ¢6ziilmiis ve HCI ile pH aralig1 7.4-

7.6’ya ayarlanarak final hacim 1 litreye tamamlanmuistir.
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1X TBS-T: 10X TBS tamponu distile su ile 1:10 oraninda sulandirilarak 1X
TBS hazirlanmistir. Elde edilen 1X TBS igerisine ise % 0.1 (v/v) olacak sekilde
Tween20 eklenmistir.

Membran Bloklama Soliisyonu: %5 (w/v) olacak sekilde yagsiz siit tozu veya
BSA tartilarak 1X TBS-T igerisinde ¢oziilmiistiir.

Tris-HCI Cozeltileri: SDS-Poliakrilamid jel i¢in iki ayr1 Tris-HCI ¢ozeltisi (1,5
M pH 8,8 ve 1 M pH 6,8) kullanilmaktadir. Istenilen hacim i¢in 1,5 M olacak sekilde
Tris tartilmis ve bir miktar dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. Derisik (12,2 M) HCI ile
pH’s1 8,8’e ayarlanarak dH»O ile son hacime tamamlanir. 1 M’lik ¢dzelti i¢in de
hesaplanan miktarda Tris, dH,O igerisinde ¢oziiliir. Bu ¢ozeltinin pH’s1 6,8’e
ayarlandiktan sonra dH,O ile son hacime tamamlanir.

50X TAE: Oncelikle distile su igerisinde 0,5 M EDTA ¢ozeltisi hazirlanarak
NaOH ile pH’s1 yaklasik 8’e ayarlanmistir. Diger taraftan 242 g Tris yaklasik 700 ml
distile su igersinde ¢oziilmiistiir. Ardindan 57,1 ml glasiyel asetik asit ve 100 ml 0,5
M EDTA eklenmis ve ¢ozeltinin pH’sinin yaklasik 8,5 olmasi saglanarak toplam
hacim 1 litreye tamamlanmistir. Gerek agaroz jel hazirlanirken gerekse yiirlitme
tamponu olarak kullanilacagi zaman 1:50 oraninda dH,O ile seyreltilerek
kullanilmistir.

Rnaz’s1z Su: Ticari olarak alinan Iml DEPC, koyu sise igerisinde 1 litre distile
suya eklenerek gece boyu karigtirilmis ve 121°C’de 20 dk otoklav edilmistir.

10X MOPS Tamponu:200 Nm MOPS,50 nM Na acetate,10 mM NAOH son
hacim 500ml olcaka sekilde steril edilmis DEPC’li suda coziilerek tekrar 121°C’de
20 dakika otoklavda steril edilmistir.

I1X RNA Yiriitme Tamponu:100 ml 10X MOPS tamponu,20 ml %37
formaldehit (12,3M), 880 ml DEPC’li su eklenerek oda sicakliginda saklanmistir.

Formaldehit RNA Jel (%1,2):0,6 gr agaroz 5 ml 10X MOPS tamponu igine
eklenip son hacim 50 ml olacak sekilde DEPC’li su ekledikten sonra isitilarak
tamamen c¢oOziinmesi saglanmistir. Sicaklik 65 OC’ye diistiigiinde 900 pl %37
formaldehit eklenmis ve en son olarak 7,5 pl(1mg/ml) EtBr eklenip dondurulmustur.

Liziz Tamponu: Hazirlanmak istenilen hacim i¢in 50 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, % 10 (v/v) Gliserol, % 1 (v/v) Triton-X-100, 25
mM NaF, 10 uM ZnCl; olacak sekilde miktarlar hesaplanarak tartilmis ve bir

beherde iistiine bir miktar distile su eklenmistir. Tampon igerigi iyice ¢oziindiikten
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sonra soliisyonun pH degeri 7,5 olacak sekilde 12.2M HCI ile ayarlanmis ve hacim
belirlenen miktara tamamlanmstir. +4°C°de muhafaza edilen tampona, kullanilacag
zaman taze olarak 10ug/ml Aprotinin, 5 pg/ml Leupeptin, | mM NazPO4, 1 mM
PMSF inhibitorleri eklenmistir.

ImM Thapsigargin (THA): 1 mg Thapsigargin (THA), 1.54 ml DMSO
icerisinde ¢oziilmiigtiir. Sollisyon 20 pl olarak ependorflara bolinmiis ve sivi
nitrojene daldirilarak dondurulmus ve -20 °C’de saklanmistir.

125 mM Compound c¢ (CC): Compound c¢ (CC), DMSO igerisinde
¢oziilmiistiir. Stock 12,5 mM seklinde olcak sekilde -20 °C de saklanmis. Final
konsantrasyonu 15 mM olacak sekilde kullanilmistir.

5.2. YONTEM

5.2.1. Alt Kiiltiirleme

Pek ¢ok hayvan hiicre hat1 plastik ya da cam yiizeye yapisarak, tek bir hiicre
tabakas1 olusturacak sekilde biliyimektedir. Yiizey hiicrelerle tam olarak
kapladiginda (confluent) biiylime Once yavaslar sonra durur. Hiicrelerin biiyliimeye
devam etmesi icin diizenli araliklarla alt kiiltiirleme yapilmas: gerekmektedir. Alt
kiiltiirleme, hiicre hiicre etkilesim hiicre-substrat arasindaki baglarin tripsin, dispaz
ya da kollagenaz gibi proteolitik enzimlerle kirilmasin1 gerektirir. Birbirlerinde ve
tutunduklarindan gerektirir. Birbirlerinden ve tutunduklar yiizeyden ayrilmig
hiicreler sayilir, istenilen yapilarak taze besi yeri igeren yeni kiiltiir ortamina (flask,
petri kab1 vs.) alinir. Yeni kiiltiir kabinda hiicreler once yiizeye tutunur, daha sonra
bliyimeye ve boliinmeye baslar. Baslangicta eklenen hiicre sayisina, kiiltiir
kosullarima ve hiicre hattina bagli olan inkiibasyon zamaninin sonunda kiiltiir,
yeniden konfluent hale gelir ve alt kiiltiirleme (pasajlama) tekrarlanir.

3T3-L1 (CL-173TM ATCC) onciil yag hiicrelerinin olgun yag hiicrelerine
farklilasma deneylerinde kullanilabilmesi dikkatli alt kiiltiirleme gerektirmektedir.
Hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini koruyabilmesi i¢in birgok hiicreden farkli olarak

3T3-L1 hiicrelerinde alt kiiltiirleme, % 60-70 konfluent durumunda yapilmalidir, aksi
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takdirde kontak haline ge¢mesi (hiicrelerin fiziksel temasi) kendiliginden
farklilagmay: tetikleyebilmektedir.

Adipojenik karisim ile muamele edilen konfluent 3T3-L1 Onciil adipositler son
olarak ilk 96 saatte 2 kez daha boélliniirler. Bu safha klonal genisleme olarak
adlandirilir ve farklilagma igin gereklidir. Adiposit hiicresi olmaya karar vermis ve
biliylimesi durdurulan bu hiicreler 3. giinden itibaren farklilasmaya 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 farklilagma sathasina gecerek yaklagik iki hafta i¢inde
biiyiikk yag damlaciklar1 mikroskobik olarak ayirt edilir [Ntambi et al., 2000]. 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? inkiibatdriinde 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 santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriiliir, olusan
hiicre peleti taze besi yerinde ¢oziildiikten sonra bir miktar 6rnek alinarak hiicre
saymmi yapilir. 3T3-L1 hiicre hatt1 icin DMEM besi yerinde 1x105 hiicre/ml olacak
sekilde hiicre ekimi yapilir ve hiicreler % 5 CO2, nemli CO2 inkiibatoriinde,
370C’de biiyiitiiliir. Hiicreler biiylime yiizeyini % 70 kapladiginda 1:10 alt pasajlama

yapilarak deney protokoliine uygun olarak farklilasma i¢in kullanilir.

5.2.2. 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) iceren besi
yerinde siispanse edilir ve siispansiyon 2,0 ml’lik kriyo tiiplere alindiktan sonra
ATCC’nin bu hiicreler i¢in Onerdigi sivi azot tankinin buhar fazinda uzun siire
depolanabilir.

Dondurulmus hiicreleri ¢6zme islemi ise 37 °C su banyosunda yapilmistir.

Yaklagik 90 saniyede vyar1 ¢Ozinmiis haldeki hiicre silispansiyonu %10
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DMSO’yuuzaklastirmak amaci ile icinde 9 ml DMEM besi yeri bulunan falkon tiipe
aktarilarak 1000 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Siipernatant vakum ile
uzaklastirildiktan sonra taze besi yeri ile yeniden siispanse edilir. Hiicreler yeni petri
kabina aktarildiktan sonra yaklasik 10 ml. taze besi yeri eklenerek % 5 CO2, % 95
hava igeren, 37 °C’de inkiibe edilir. Her iki giinde bir besi ortam taze olani ile

degistirilir.

5.2.3. Adiposit Farklilasma Deneyi

Adipojenik karisim (MDI) ile muamele edilen konfluent 3T3-L1 onciil
adipositler es zamanl olarak farklilagabilmektedir. En yiiksek farklilagsma, hiicre igi
cAMP seviyesini arttiran insiilin (glukokortikoid) ajaninin muamelesi ve fetal bovin
serum (FBS) ile elde edilmistir. Sentetik glukokortikoid uyarani Dekzametazon
(DEX), glukokortikoid reseptor yolagini stimiile etmek i¢in kullanilmaktadir. cAMP
fosfodiesterazinhibitorii olan Metilisobiitilksantin (MIX), cAMP-bagimli protein
kinaz (PKA) yolagini stimiile etmek icin kullanilmaktadir. Adipojenik uyariy1 takip
eden 3 giin icinde hiicreler son olarak klonal genisleme olarak adlandirilan son iki
mitotik boliinmeye ugradiktan sonra hiicre dongiisiinden ayrilarak farklilagsma igin
uygun hale gelirler. Adiposit hiicresi olma kararliligindaki bu hiicreler 3. Giinden
itibaren farklilagmaya ait geg¢ belirte¢ genleri olan C/EBPa ve PPARYy genlerini ifade
etmeye baglarlar. Bu siireyi takiben hiicreler 5-7 giin igerisinde yag damlaciklari
biriktirir ve olgun yag hiicrelerini olusturmak tizere terminal farklilagsma gegirmeye
baglarlar. Bu safhada olgun adiposit genlerini (perilipin, HSL) ifade ederler.

3T3-L1 onciil adipositlerin farklilagsmasi i¢in yogun sekilde kullanilan protokol
su sekildedir; bir ka¢ giin dnceden uygun hiicre yogunlugunda baslatilan 3T3-L1
onciil adipositlerin %100 konfluent olduktan 48 saat sonra besi yeri, farklilagmay1
uyarmak i¢in MDI iceren 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. gline kadar tekrar edilir.
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5.2.4. Proliferasyon Assay

3T3-L1 hiicre hatlarinda yukarida belirlenen grublara ait her reaksiyon iki kere
tekrarlanmistir. Hiicreler, 0,1 ml’de x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96-kuyulu
plakalara ekilerek adipoz farklagma siirecine uygun olarak inkiibe edilmistir.

Hiicre ¢ogalmasmin belirlenmesinde WST-1 Proliferasyon Assay kiti (Roche
Germany) kullanilmistir. Hiicrelere 10ul well basina cell proliferation reagent verilir
ve 4 saat inkibatorde bekletilir. 37°C’de 4 satt inkiibasyonu birakilmis bu siirenin
sonunda plaka 25°C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyon iceriginin oda sicakligina
gelmesi saglanmistir. Plate Reader (Thermo, Varioskan Flash) kullanilarak 490 nm
dalga boyunda fotometrik Olglim yapilmistir. Ortalamalar ve standart sapmalar
Graphpad Prisma programi kullanilarak hesaplanmis ve Microsoft Excel programi
kullanilarak grafikler ¢izilmistir.

Proliferasyon assayin sonucunu dogrulamak amaciyla; 96 well platelerde
biiyiitillen hiicrelerin, toma lamel araciligiyla mikroskop kullanilarak sayimi

gerceklestirilmistir.

5.2.5. Total RNA izolasyonu

Hiicrelerde bulunan rRNA, tRNA ve mRNA’lar hiicrenin total RNA igerigini
olusturmaktadir. Total RNA’nin az bir kismin1 tRNA ve mRNA’lar olustururken
%380 gibi biiylik bir oranini ise rRNA’lar olusturmaktadir. Bu nedenle total RNA
izolasyonu agaroz jelde dolayli olarak miktar1 daha fazla olan rRNA igerigi ile
kontrol edilir. Okaryotik rRNA’lar ise agaroz jelde iki band ile izlenmektedir. Bunlar
28S rRNA ve 18S rRNA bandlaridir. Izole edilen total RNA’nin kalitesi ise 28S ve
18S rRNA arasidaki yaklasik 2:1 (teorik olarak 2.7:1) oraniyla belirlenir. Jelde
yiiriitiilen rRNA bandlarinin bu oranda olmamasi ve jelde siiriiklenme goriintiisii
(smear) olugmast ise izole edilen rRNA’nin dolayisiyla total RNA’nmn
degredasyonunu gostermektedir.

3T3-L1 hiicrelerinde ER stres olusturarak ve SIK2 inhibitoru kullanilarak
olusan etkilerin adiposit farklilagma siiresince; adiposit farklilagmasi i¢in gerekli olan

genler lizerindeki etkileri QRT-PCR ile analiz edilebilmesi i¢in total RNA izolasyonu
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yapilmistir. 3T3-L1 hiicreleri birbirinden bagimsiz iki set olarak kontrol grubu, MDI,
15 uM CC igeren MDI+CC ve 1 puM thapsigargin MDI+THA iceren besiyerinde
belirtilen giinler boyunca inkiibe edilmis ve bu siireler sonunda hiicrelerden total
RNA izolasyonlar1 yapilmistir.

Oncelikle RNA izolasyonu yapilacak yiizey ve kullanilacak malzemeler
(pipetorler, pens vb.) RNaz’siz su ile hazirlanmis %70’lik (v/v) etanol ve RNAZap
ile silinmistir. Hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1X PBS ile
yikanmis ve 1X Tripsin-EDTA ile petri ylizeyinden kaldirilmistir. Hiicreler oda
sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ust s1v1 ¢ekildikten
sonra pelletin {istiine kit igerisinde bulunan liziz tamponu (400 pl) eklenerek,
pipetleme ve vorteks ile hiicrelerin iyice pargalanmasi saglanmistir. Homojenize
edilmis bu soliisyonun iistiine esit miktarda RNaz’s1z su ile hazrilanmis %70°1ik (v/v)
etanol eklenerek iyice pipetlenmistir. Elde edilen karisim 6zel RNA baglanma
kolonuna aktarilarak oda sicakliginda 8000 x g’den biiyiik olacak sekilde 15 sn
santrifiij edilir. Kolonun altindaki toplama tiipiinde biriken sivi dokiildiikten sonra
kolonda kalan diger biyomolekiilleri (karbonhidrat, protein, yag) uzaklastirmak i¢in
kolona 700 pl yikama tamponu eklenerek ayni sartlarda santrifiij edilir. Altta
toplanan sivi dokiildiikten sonra kolonda kalan tuzlar1 uzaklastirmak i¢in diger bir
yikama tamponu (500 pl) kolona yiiklenir. Santrifiij sonrasinda temiz bir 1.5 ml’lik
ependorfa oturtulan kolonun ortasina RNaz icermeyen su damlatilarak 1 dk bekletilir.
Ardindan santrifiijlenerek elde edilen total RNA’lar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Izole edilen RNA’larin kalitesi %1.2°lik formaldehit jelde yiiriitiilerek test
edilirken, safliklar1 ve miktarlar1 ise spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir.
ODggp absorbans degerleri ol¢giilerek RNA miktar1 (ul/ml)= Az X 40 x sulandirma
faktorli formiilii ile hesaplanmigtir. Diger taraftan elde edilen RNA nin safligini tayin

etmek i¢in kullanilan OD,0/OD2gp orani da hesaplanmustir.

5.2.6. cDNA Sentezi

Gen ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in yapilan Q-PCR deneylerinde,
hiicre igerisindeki bu genlere ait mRNA miktarlar1 6nemlidir. Bu yiizden total RNA
igerisindeki mRNA’lardan RT-PCR ile daha stabil cDNA’lar sentezlenmektedir.
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Ters transkripsiyon reaksiyonunun ilk basamagi olan genomik DNA
eliminasyonu igin; her bir PCR tiipiine 2 ul DNA Wipeout Buffer (7X) ve 500 ng
total RNA eklenerek dH,0O ile toplam hacim 14 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
karisim 42°C’de 2 dk inkiibe edildikten sonra hemen buza alinir. Ikinci basamak
olan; mRNA’lardan cDNA sentezi icin ise 1 pl ters transkriptaz enzimi, 4 pl ters
transkripsiyon tamponu (5X) ve 1 pl ters transkripsiyon primer bilesimi ile ikinci bir
karisim hazirlanarak ilk basamaktaki karisim ile birlestirilmistir. Son hacmi 20 pl
olan bu karisim ters transkripsiyon reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in 42°C’de 15 dk
ve enzimi inaktive etmek icin ise 95°C’de 3 dk inkiibe edildikten sonra buz iistiine
alimmigtir. Q-PCR deneylerinde kullanilmak tizere bir miktar cDNA 1:10 oraninda
sulandirilarak -20°C’de, kalan cDNA’lar ise stok olarak -80°C’de saklanmustir.

5.2.7. Kantitatif RT-PCR

3T3-L1 hiicrelerinde THA ile olusturulan ER stresine cevaben SIK2 ve ilgili
oldugu diger proteinlerin gen ifadelerindeki zamana bagli olarak meydana gelen
degisimleri karsilagtirmak i¢in kantitatif RT PCR (QRT-PCR) yapilmustir.

3T3-L1 hiicrelerine kontrol, MDI 15uM Compound C ve 1 pl THA
uygulamasinin ardindan sirasiyla 0.giin,1,2 ve 3.giin izole edilen RNA’lardan (2 set)
cDNA sentezlenmis ve ilgili genlere 6zgiin primer ¢iftleri kullanilarak gen ifadeleri
Olctilmiistiir. 2 farkli setten 2’ser tekrarli olacak sekilde, her bir kuyucuk i¢in 5 pl
SYBR Green ¢ozeltisi (2X), 0.3 uM ileri primer, 0.3 uM geri primer ve 1.5 pl kalip
cDNA (1:10) buz iistiinde karigtirilarak dH,O ile son hacim 10 pl’ye tamamlanmastir.
Q-PCR’1n ardindan, ER stresine cevaben gen ifadelerindeki zamana bagli olarak
meydana gelen degisim AACt metodu ile analiz edilmistir.

Yapilan Q-PCR’da referans gen olarak 18S kullanilirken, deney gruplarinin
normalizasyonu kontrol grubuna gore yapilmistir. AACt degerleri kullanilarak gen
ifadelerindeki zamana bagh goreceli degisim kat artis veya kat azalis seklinde
hesaplanarak grafikleri ¢izilmistir. Diger taraftan, bu degerlerin standart sapmalari
(SD) hesaplanmis ve Graphped Prism programi sayesinde ANNOVA yontemi ile
istatistikleri yapilarak verilerin giivenilirligi degerlendirilmistir. . Farkli 2 setin
benzer oldugu STUDENT T-TEST kullanilarak gosterilmistir. Gruplart kendi
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icerisinde ise, 0. gilinlin kontroliine gore kiyasladigimizda p<0,001 sonucu

dogrultusunda gruplarin farkli oldugu ANNOVA yontemiyle gosterilmistir.

Tablo 5.1: qRT-PCR’da kullanilan genel PCR programu.

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayist
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 7 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn
Primer Baglanmas1 55°C 30sn 45
Uzama 72°C 30sn
95°C 20 sn
Erime Egrisi 55°C 20 sn 1
95°C 20 sn

Her bir gen ic¢in, PCR reaksiyonlarinda kontaminasyon kaynakli hata olup
olmadigini test etmek amaci ile kalip cDNA icermeyen negatif kontrol gruplar1 da
kuyucuklara eklenmistir. Bununla birlikte, PCR reaksiyonu sonucunda olusan {irliniin
0zgliin olup olmadigr hakkinda fikir edinebilmek i¢in erime egrileri de analiz

edilmistir.

5.2.8. SDS-PAGE ve Western Blotlama

RNA izolasyonuna paralel sekilde, SIK2, C/EBPa, C/EBPB, PPARy, SREBP-
1c, AKT, p-AKT ERK, p-ERK, CHOP, CNAP1 gibi protein seviyelerinde zamana
bagli olarak meydana gelen degisimleri karsilastimak i¢in, 1 uM THA ve 15uM
uygulunan hiicrelerden belirtilen zaman araliklarinda protein izolasyonu yapilmistir.
Petride biiyiitiilen hiicreler inkiibatorden buz {istiine alinmis ve {izerlerindeki besiyeri
cekildikten sonra 3-4 ml 1X PBS ile petri yiizeyi yikanmistir. 1X PBS’in de vakumla
¢ekilmesinin ardindan her bir petriye (10 cm) taze olarak hazirlanan liziz tamponu
(400 pl) eklenmistir. Petri yiizeyi iyice kazindiktan sonra yiizeyden kaldirilan ve liziz
tamponu icerisinde bulunan hiicreler pipetlenerek ve petri yiizeyi yikanarak temiz 1.5
ml ependorfa almir. 10-15 dk buz istiinde bekletilen hiicreler ara ara

vortekslendikten sonra bir ka¢ kez enjektorden gecirilerek hiicrelerin tamamen
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parcalanmasi saglanmustir. Hiicre parcalarini ¢oktiirmek icin ependorflar, 4°C’de
13000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iistte kalan sivi
(protein), dipteki pellet dagitilmayacak sekilde dikkatlice ¢ekilerek etiketlenmis yeni
bir ependorfa aktarilir. BCA Assay ile miktarlar1 tayin edilen proteinler tiiplere
boliinerek kisa siireli saklama ve sonrasinda Western Blotting deneylerinde
kullanilmak {izere -20°C’de, diger stoklar ise uzun siireli saklama igin -80°C’de
muhafaza edilmistir.

Izole edilen protein konsantrasyonu Thermo BCA Protein Assay ile
belirlenmistir. Yontem; BCA (bicinchoninic acid) iceriginde bulunan Cu?*
iyonlarinmn, alkali ortamda protein ile tepkimeye girmesiyle Cu*’ya indirgenmesi
(Biuret tepkimesi) sonucu olusan mor-menekse renkli iirliniin kolorimetrik olarak
Olciilmesi temeline dayanmaktadir. Olusan iirlin ise 562 nm’de maksimum absorbans
vermektedir. BCA’ nin iki soliisyonu (Reagent A ve B) 50:1 oraninda karistirilarak
96-kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 200 pl eklenmistir. Elde edilen protein
lizatlarindan ve konsantrasyonlari bilinen protein standartlarindan her bir kuyucuga
iki tekrarli olacak sekilde 25’er pl eklenerek BCA kimyasali ile iyice karigmasi
saglanmistir. Ayrica kuyucuklara liziz tamponu da kor kuyucuk (blank) olarak
eklenmistir. Olusan {drliniin 1s1iktan etkilenmemesi i¢in  96-kuyucuklu plaka
aliiminyum folyo ile sarilarak tepkimenin olusmasi i¢in 37°C’de 30 dk inkiibe
edilmistir. 96-kuyucuklu plakanin oda sicaklifina sogumasi beklendikten sonra 562
nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. ki tekrarli olarak girilen drnek ve protein
standartlarinin absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak kor kuyucugun absorbans
degeri bu ortalamalardan ¢ikarilmigtir. Protein standartlarinin konsantrasyonlar1 ve
absorbans degerleri kullanilarak standart grafik ¢izilmis ve dogrusal grafigin formiilii
ile R? degeri hesaplanmistir. Hesaplanan formiilde ilgili yere absorbans degerleri
yazilarak protein lizatlarinin konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden hesaplanmustir.

ER stresine cevaben protein seviyelerinde meydana gelen degisimleri
karsilagtirabilmek amaciyla 2 ayri protein setinden denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ve ardindan Western Blotting yapilmistir. Sonrasinda
SIK2, ERK, p-ERK, AKT, p-AKT, CHOP, CNAP, SREB1C ve a-Tubulin
proteinlerine 6zgilin antikorlar kullanilarak membranda saptama yapilmistir. Protein
bandlarinin yogunlugu BioRad ImagelLab programi ile analiz edilerek protein

seviyelerindeki zamana bagli olarak meydana gelen goreceli degisimler
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karsilagtiritlmistir. Program yardimiyla iki ayri set icin Olgiilen her bir proteine ait
band yogunluklarinin aritmetik ortalamalari alinmistir. Referans olarak a-Tubulin
kullanilmis ve deney gruplarini birbirlerine gére normalize etmek amaciyla; dl¢giilen
band yogunluklari her bir deney grubuna ait a-Tubulin band yogunluguna
boliinmistiir. Tubulin ile normalize edilen 6rnekler (0, 1, 2 ve 3. giin) daha sonra,
kontrole ait band yogunluklarina oranlanarak meydana gelen degisim, kat artis/azalig

seklinde hesaplanmustir.

Tablo 5.2: % 10’1luk ayirma jeli ve %4’liik paketleme jeli hazirlamak i¢in
kullanilacak maddeler ve miktarlari.

Running Gel (%10) Stacking Gel (%4)
dH20 4.7 ml 4.55 ml
Tris-HClI 2.6 ml (L5M pH 8.8) | 750 ul (1M pH 6.8)
%10 SDS 100 pl 60 pl
%40 Acr:Bis 2.5ml 601 pl
%10 APS 100 pl 30 ul
TEMED 10 pl 6 ul

Jel dokiilecek olan camlar (1,5 mm aralikli) alkol ve distile su ile iyice
temizlenerek BioRad Mini Protean jel dokme aparatlari ile sivi sizdirmayacak
sekilde sabitlenmistir. Ilk basamakta, tabloda verilen degerlere gére %10’luk
yirlitme (running) jeli hazirlanarak camlarin arasina dokiilmiistiir. Alt jel,
kullanilacak taragin sigabilecegi kadar bir bosluk kalacak sekilde, camlarin yaklasik
3’te 2’si bir seviyeye kadar doldurulmustur. Dokiilen jelin diiz bir hat olusturacak
sekilde donmast ve polimerizasyonun oksijen ile inhibe olmamasi icin yliriitme
jelinin st bir miktar %100 izopropanol ile kapatilmistir. Jelin donmasinin ardindan
iist kistmdaki izopropanol dokiilerek dH,O ile yiizeyde kalan alkol yikanmuistir.
Suyun fazlasi kurutma kagitlar1 ile emdirilerek hazirlanan %4’lik paketleme
(stacking) jeli camlarin arasinda kalan bosluga dokiilmiistiir. Proteinlerin yiiklenecegi
kuyucuklart olusturmak icin uygun ebattaki tarak dikkatlice dokiilen jelin igerisine
oturtularak jelin polimerizasyonu (donmasi) beklenmistir. Bu sirada, jelde
yiuriitiilecek orneklerden esit miktarlarda (pug) protein yiiklenebilmesi igin her bir

gruptan kacar pl ¢ekilmesi gerektigi hesaplanarak ependorf tiipiiniin igerisinde 4X
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SDS-yiikleme (Laemmli) boyast ile karigtirllmigtir. [Protein-boya karigimlarinin
toplam hacmi 4X (3X protein + 1X boya) olacak sekilde boya miktarlar
hesaplanmistir]. Ornek ve boyanin homojen olarak karismasi saglandiktan sonra,
proteinleri denatiire etmek amaciyla 95°C’de 5 dk 1sitict blokta inkiibe edilerek bu
stirenin sonunda drnekler hizlica buz istiine alinmistir. Arasindaki jel donmus olan
camlar 1X SDS-yiiriitme tamponuyla dolu tankin igerisine oturtulmus ve boya ile
kanistirilip denatiire edilen ornekler sirasiyla kuyulara yiliklenmistir. Elektrotlarin
cakismasina dikkat edilerek tankin kapagi kapatilmis ve ornekler paketleme jelini
gecene kadar 90-100 V’ta, bu sinir1 gegtikten sonra ise 110-120 V’ta yiikleme
boyasmin jelden ¢ikmasi saglanana kadar yiiritiilmiistir. Sonrasinda Western
Blotting asamasinda kullanilmak {izere jel, camlar dikkatlice agilarak alinmistir.

SDS-PAGE asamasimmin ardindan proteinlerin jelden PVDF membrana
aktarilmasi i¢in transfer kaseti hazirlanmistir. Katottan anoda dogru sirasiyla; siinger,
kurutma kagidi (6-8 adet), jel, PVDF membran, kurutma kagidi (6-8 adet), slinger
dizilerek ve arada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek kaset kiskag
yardimiyla sikistirilmistir. Buz kalib1 ve hazirlanan transfer kaseti elektrot yonlerine
dikkat edilerek tanka yerlestirdikten sonra 1X transfer tamponu doldurulmustur.
Jelden membrana transfer, 1siin yiikselmemesi i¢in +4°C’de 1.5 saat 120 V elektrik
akimi ile gerceklestirilmistir. Transferin basarili olup olmadigi renkli markor
kullanilarak ve jel Coomassie Brilliant Blue ile boyanarak kontrol edilmistir.

Jeldeki proteinlerin PVDF membran ylizeyine aktarilmasinin ardindan
membranlar diiz bir kaba alinarak 2-3 dk 1X TBS-T igerisinde bekletilmistir. PVDF
membran, proteinlere oldukca afinite gostermektedir. Bu yiizden aktarilan proteinler
membran yiizeyinde kolaylikla tutulurken; membran {izerinde aktarilan proteinlerden
kalan bosluklarin kapatilarak, uygulanacak olan antikorlarin bu bolgelere afinite
gostermemesi i¢in ise membranlar bloklanmistir. Bloklama islemi; membran
yiizeyini tamamen kapatacak miktarda, 1X TBS-T igerisinde hazirlanan % 5’lik
(W/v) yagsiz siit tozu kullanilarak ve oda sicakliginda 80-100 rpm’de 1-1,5 saat
calkalanarak yapilmistir. Bloklamanin ardindan siit tozu dokiilerek membran 1X
TBS-T ile ¢ defa (5 dk-10 dk-5 dk siireyle) 100-130 rpm’de ¢alkalanarak
yikanmistir. Bu sirada uygulanacak olan primer antikorlar % 5°lik yagsiz siit tozu
icerisinde belirlenen oranlarda seyreltilerek hazirlanmistir. Membran iizerindeki

miktar1 karsilastirilmak istenen proteinin saptanmasi amaciyla, hazirlanan bu
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proteine Ozgiin birincil (primer) antikorlar, membranin {stline yeterli miktarda
dokiilerek, +4°C°de gece boyu (yaklasik 16 saat) 80-100 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe
edilmistir.

Birincil antikor, inkiibasyonun ardindan bir falkon tiipiine alinarak tekrar
kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza edilmistir. Diger taraftan, membran ayni
sekilde 1X TBS-T ile 3 kez yikanmistir. Birincil antikorun uzaklastirilmasinin
ardindan 1:5000 oraninda % 5’lik yagsiz siit tozu igerisinde hazirlanan ve birincil
antikoru taniyacak olan ikincil (sekonder) antikor membrana uygulanmustir.
Sekonder antikor, antijen baglanma bdolgeleriyle birincil antikorun agir zincirini (IgG,
IgM, IgA vb.) tanimaktadir. Diger taraftan kullanilan sekonder antikorun agir
zincirine ise yaban turpu peroksidazi (HRP) baglanmistir. Yaban turpu peroksidazi,
hidrojen peroksit varliginda luminolii uyarilmis bir dianyona g¢evirir. Bu dianyon
temel enerji seviyesine donmek i¢in 151k yayar ve boOylece sekonder antikorun
dolayisiyla birincil antikor ve hedef proteinin oldugu bolgede 1s1ma meydana gelir.
Bu sayede ilgili protein saptanmis olur. Membran, sekonder antikor ile oda
sicakliginda 1-1.5 saat inkiibe edildikten sonra 1X TBS-T ile 3 kez yikanir. 1 ml
luminol ve 1 ml hidrojen peroksit membran iizerine eklenrek BioRad ChemiDoc
gorintiileme cithaz1 ile ilgili proteinler membran iizerinde saptanarak

goriintiilenmistir.

Tablo 5.3: Westen Blotting’de ilgili proteinlerin saptanmasi amaciyla kullanilan
primer ve sekonder antikorlar ile kullanilan seyreltme oranlart.

Birincil (1°) 1° Antikor Sekonder 2° Antikor

Antikor Seyreltme Orani (2°)Antikor Seyreltme
Orani
SIK2 1:1000 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
ERK 1:1000 Anti-Mouse 19G 1:5000
p-ERK 1:1000 Anti-Mouse 1gG 1:5000
AKT 1:1000 Anti-Mouse 1gG 1:5000
p-AKT 1:1000 Anti-Mouse 1gG 1:5000
SREB1-C 1:200 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
C/EBPJ 1:1000 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
C/EBPa 1:500 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
PPARy 1:500 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
CHOP 1:200 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
IRS-1 1:1000 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
CNAP-1 1:500 Anti-Rabbit 1gG 1:5000
a-Tubulin 1:3000 Anti-Mouse 1gG 1:5000
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6. BULGULAR

6.1. SIK2 Inhibitérii Compound C ve Thapsigargin’in
Mitotik Klonal Genislemeye EtKisi

Yapilan ¢alismada 3T3-L1 6nciil adipositler ile yapilan SIK2’nin MCE’de ki
roline yonelik deneylerde kullanilacak ajanlarin ve ¢b6zgen olarak kullanilan
DMSO’nun hiicre ¢ogalmasi iizerine etkiler belirlenmeye calisilmistir. Bunun i¢in
3T3-L1 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Ajanlarin etkilerinin hiicre
proliferasyon diizeyine etkilerinin belirlenmesi i¢in % 0.1 DMSO igeren besi yeri ise
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Kullanilacak ajanlar ise sirasiyla MDI+CC (10
uM), MDI+CC (15 uM), CC (10 uM), CC (15 uM) ve MDI+Tha (1 uM) olacak
sekilde besi yerlerine uygulanmis ve 48h sonra hiicre proliferasyon oranlar1 WST-1
(Roche, Almanya) proliferayon kiti kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 6.1: 3T3-L1 hiicrelerinde SIK2 inhibitorii (Compound C) ve ER stres (THA)
ajanlarimin hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri (a).
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2,5

Hiicre Sayimi

Sekil 6.1 : 3T3-L1 hiicrelerinde SIK?2 inhibitorii (Compound C) ve ER stres (THA)
ajanlarmin hiicre sayimi tizerindeki etkileri (b).

Yapilan c¢alisma sonucu sadece MDI ile muamele edilen gruplarda hiicre
proliferasyonu yaklagik 2,5 kat artmigken, 10uM ve 15pM MDI+CC uygulanmis
hiicrelerde ise bu artigin yaklasik olarak 2 kat oldugu goriilmiistiir. Sadece 10 uM ve
15 uM Compound C uygulanmis hiicrelerde ve MDI+THA (1 uM) ile muamele
edilen hiicrelerde hiicre ¢ogalmasmin bazal seviyeye yakin oldugu goriilmektedir.
Elde edilen sonuglarda CC’nin MCE’yi yaklasik %20 geriletirken THA’nin MCE’yi
tamamen Onledigi goriilmiistir. Bu durumda ER stresin muhtemel adipogenik
etkisini yag sentezini arttirarak basardigi distiniilmektedir (Sekil 6.1) (A) Bu
proliferasyon assayin sonucunu dogrulamak i¢in tomalamel kullanarak mikroskopla
saydigim hiicre sayilar1 oranlart sonucunda; hiicre proliferasyon oranlari ile benzer

sonuc oldugu gézlemlenmistir(Sekil 6.1) (B)
6.2. Total RNA izolasyonu

3T3-L1 onciil adiposit hiicreleri kullanilarak kontrol, MDI (farklilagma besi
yeri verilmis hiicre grubu), 15uM Compound ¢ eklenmesiyle olusan MDI+CC ve
1uM Tha eklenmesiyle olusturulan MDI+Tha grubularindan sirasiyla; 0. 1. 2. ve 3.
giinlerde total RNA izolasyonlar1 yapilarak elde edilen RNA’lar % 1,2’lik
formaldehit jelde yiiriitiiliip goriintiileri alinmistir (Sekil 6.2, Sekil 6.3).
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Sekil 6.2: RNA izolasyonlarina ait formaldehit jel goriintiisii 1) Kontrol 0.giin, 2)
MDI 0.giin, 3) MDI+CC 0.giin, 4) MDI+THA 0.giin 5) Kontrol 1.giin 6) MDI 1.giin,
7) MDI+CC 1.giin ve 8) MDI+THA 1. giinlere ait RNA izolasyonlarin goriintiileri.
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Sekil 6.3: RNA izolasyonlarina ait formaldehit jel goriintiisii 1) Kontrol 2.giin, 2)
MDI 2.giin, 3) MDI+CC 2.giin, 4) MDI+Tha 2.giin, 5) Kontrol 3.giin, 6) MDI 3.giin,
7) MDI+CC 3.giin, 8) MDI+Tha 3.giinlere ait RNA izolasyonlarin goriintiileridir.

Yirtitiilen total RNA’ larin izolasyon iiriinlerinin saglam ve cDNA sentezi i¢in
kullanilabilir oldugu goriilmiistiir. cDNA i¢in RNA o6rneklerinin spektrofotometrik

olarak miktar1 ve safliklar1 6l¢iilmiistiir.

6.3. Compound C ve ER Stresin C/EBPg Geni Uzerinedeki
Etkisi

Compound c ve ER stres ajani thapsigargin (Tha) varliginin, farklilagsma
uyarisina erken cevap veren genlerden olan C/EPBJS geninin ifadesi {izereindeki
etkilerini analiz etmek amaciyla qRT-PCR kullanilmis ve bu gendeki ifade
degisiklikleri goreceli olarak AACT metodu kullanilarak analiz edilmistir.

Petrilere yaklasik % 40-50 yogunlukta ekilen 3T3-L1 6nciil adiposit hiicreleri
yiizeyi tamamen kaplamalarina izin verildikten 48 saat sonra (0.giin) DMEM ve FBS
iceren normal kontrol besiyeri ve farklilasma besiyeri iceren; MDI, MDI+CC
(15uM) ve MDI+THA (1uM) seklinde deney gruplar1 olusturulmustur.
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Sekil 6.4: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagma siiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarmin 0, 1, 2 ve 3. gilinlerdeki CEBPS mRNA diizeyi iizerindeki etkisi. p<0,001
Annova degeri.

Kantitatif RT-PCR deneyi sonucunda MDI uygulanmis hiicrelerde C/EBPfS
mRNA sinda 0. giinden 3. giine kadar bir artis gozlenirken, MDI+CC uygulanmis
hiicrelerde 2.giinde maksimum diizeye ulagmis olan C/EBPS mRNA diizeyi bu
giinden sonra azalma gostermektedir. MDI+THA uygulanmis hiicre grublarinda ise
C/EBPS mRNA’s1 farkligma siiresi boyunca once azaldigi 2. giinde arttigi, 3. giinde
ise 2.giine gore azaldig1 goriilmektedir (Sekil 6.4). Compound ¢ varliginda 2. giinde
yaklasik 5 katlik artis farklilasma i¢in yeterli goziikse de ilk giinde goriilen azalma
CEBPf gen ifadesinde bir gesit gecikmeyi ifade etmektedir. Burada ER stresin
farklilasma igin gerekli C/EBPf ifadesini Onledigi goriilmektedir. Dolayisi ile

farklilagmanin MCE safhasini onleyebilecegi goriilmektedir.

6.4. Compound C ve Thapsigargin C/EBPa ve PPARy
Genleri Uzerindeki Etkisi

Farklilasmanin olgunlasma donemine ait olan ikincil cevap genlerinden
C/EBPo. ve PPARy’nin gen ifadeleri ile SIK2 inhibitorii Compound ¢ ve ER stres
ajant olan Tha varligindaki mRNA seviyesindeki degisimleri kantitatif QRT-PCR
analizi yapilarak belirlendi ve sonuclar AAct metodu kullanilarak yorumlandi. Deney

sonuglar1 18S rRNA mRNA diizeyine gore normalize edilmistir.
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Adiposit farklilagsmasinda birincil genlerden olan C/EBPf ve ¢ aktivitelerinin
PPARy’nin ifadelenmesi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir [Ntambi et al., 2000].
Adiposit farklilasmasinda master rolii olan PPARy ve C/EBPo. genleri adiposit
fenotipini olusturmak icin gerekli protein ve enzimleri kodlayan bir¢ok adiposit
genin transkripsiyonunu tesvik etmektedir [Farmer, 2006]. Bunun i¢in adipoz
dokunun fenotipini olusturmakla farklilasmanin erken ve gecis donemlerini kapsayan
birinci ve Tglincii glinlerdeki bu genlerin SIK2 inhibitérii ve ER stres ajam

varhigindaki ifade degisikliklerini belirlemek amaciyla qRT-PCR yontemi

kullanilmaistir.
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Sekil 6.5: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagsma siiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarinin 0,1, 2 ve 3. glinlerdeki CEBPa mRNA diizeyi iizerindeki etkisi. Giinlere
gore p<0,001 Annova degeri.

Elde edilen RT qPCR sonuglari incelendiginde C/EBPo. gen ifadesi
farklilasmanin erken sathasini igeren ilk iki giinde tiim uygulamalarda kontrole gore
farkliliklar barindirmaktadir. En 6nemli degisikliklerden biri SIK2 inhibitorii
varhiginda (CC) C/EBPa gen ifadesinin MDI’ a oranla 6nemli dl¢lide azalarak
birinci giin sonunda bazal diizeyde seyir ettigi goriilmiistiir. Benzer sekilde ER stres
de C/EBPao. ifadesinde % 50’ lik bir azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte ikinci
giinde kontrole gore Tha artmistir hem de CC kontrole gore yaklasik 3-4 katlik bir
artisa sebebiyet vermistir (Sekil 6.5). Ugiincii giin sonunda C/EBPo’ nin tiim
gruplarda kontrole yakin bir diizeyde temsil edildigi goriilmektedir.
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Sekil 6.6: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagma siiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarimin 0,1,2 ve 3. glinlerdeki PPAR y mRNA diizeyi iizerindeki etkisi. p<0,001
Annova degeri.

Kantitatif gRT-PCR analizi sonucunda; MDI uygulanmis 3T3- L1 hiicrelerinde
PPARy gen ifadesi, adipojenik uyariyr takiben 1.giindeki kritik azalma 2. giinden
itibaren farklilagmay1 destekler yonde bir artis gostermistir. THA igeren farklilasma
uyarisinda ise PPARy‘nin bazal diizeyenin altinda bir seviyede kalmasi literatiirde
dikkat cekilecek sadece THA ile farklilasmanin tersine farklilagsmay1 onleyici bir
PPARYy diizeyini isaret etmektedir (Sekil 6.6).

6.5. Compound C ve Tha’min PREF1 ve SREBP1-C Genleri
Uzerindeki Etkisi

PREF-1; 3T3-L1 onciil yag hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilirken,
farkilasma uyarisindan sonra hizli bir sekilde azalir ve ortadan kalkar, ge¢ sathada
yeniden ortaya ¢ikar. Bu yilizden PREF-1 miikemmel bir 6nciil adiposit markorii
olarak kullanilir. Adiposit farklilasmasinin erken fazlarinda fonksiyonel oldugunu
bildigimiz PREF-1 gen ifadesinin Compound C ve ER stresinden etkilenip
etkilenmedigini arastirmak icin q-RT PCR ile goreceli mRNA seviyesi tespit

edilmistir.
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Sekil 6.7: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilasma siiresince Compound C ve Tha
ajanlarmin 0,1, 2 ve 3. glinlerdeki PREF-1 mRNA diizeyi lizerindeki etkisi. p<0,001
Annova degeri

Yapilan RT-qPCR sonuglarinda beklenildigi gibi MDI uygulanmis hiicrelerde
PREF-1 mRNA’smin azaldig1 goriilmiistiir. PREF-1 mRNA diizeyinin Compound ¢
varliginda da benzer sekilde baskilandigi belirlenmistir. MDI+THA uygulanan hiicre
grubunda da benzer bir pattern gérmektedir (Sekil 6.7). Sonug olarak PREF-1 esas
alindigmnda hem CC hem de THA farklilasma potansiyelleri MDI ile
karsilastirilabilecek seviyededir.

Farklilasmanin erken safhalarinda C/EBPS ve vy transkripsiyon faktorleri
SREBP1-C gen ifadesini transkripsiyonel diizeyde kontrol ederken olgunlagma
safhasinda bu silireg C/EBPa tarafindan yiiriitiiliir. SIK2 tarafindan fosforlanarak
SREBP1-C’niin DNA baglanma bdlgesinin fonksiyonunu engellenmektedir. Bu
durum sonucunda dolayli olarak SREBP1-c’nin kontrol ettigi ve yag sentezinden
sorumlu olan genlerin ifadelerinde baskilanma gergeklesmektedir. SREBP1-C’ nin
ayrica lipid sentezi ve hiicre dongiisii arasinda bir bag kurdugu da diisiintilmektedir
[Maria et al., 2005]. Bu durum goz Oniine alinarak, SIK2 inhibit6rii varliginda ve
SIK2‘nin negatif modiilatorii olarak ER stres durumunda SREBP1-C’nin mRNA
diizeyindeki degisiklikler RT-qPCR ile analiz yapilarak belirlenmistir.
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Sekil 6.8: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagsma siiresince Compound C ve Tha
ajanlarinin 0,1,2 ve 3. giinlerdeki SREBP1-C mRNA diizeyi iizerindeki etkisi.
p<0,001 Annova degeri.

Farklilagmanin erken sathasinda(MCE) Compound c varliginda SREBP1-c
mRNA’sinin MDI grubuna oranla yaklasik 8 kat artarak maksimum diizeye ulastig
belirlenmistir(Sekil 6.8). ER stres ajan1  varliginda MDI ile uyarilan hiicrelerde
SREB1-C mRNA diizeyi MDI grubuna oranla 1.giin yaklasik olarak 4 katlik bir artis
gostermis 2.glin azalmis 3.giin ise yaklasik olarak 6 katlik bir artigla maksimum
diizeye ulastigi goriilmiistiir. Bununla birlikte SREB1-C mRNA‘nin her iki durumda
3. giinde artma egilimi gostermesi SREB1-C’nin lipogenik rolii ile ilgili olabilecegi

diistiniilmektedir (Sekil 6.8).

6.6. Compound C ve Tha’nin SIK2 Proteinleri Uzerindeki
Etkisi

Adiposit farklilasmasimin erken fazlarinda eksprese olan markor genlerle es
zamanl ifade edildigi bilinen SIK2’nin ER stres ajan1 ve SIK2 inhibitorii varliginda
protein miktarindaki degisimleri belirlemek amaci ile Western Blot analizleri

yapilmustir.

52



L 1 2 3

MDI
a-Tubulin
~ 3

) 1 2 3

Kontrol

o 1 Z 3

O 1 2 3

B

MID» |+

MDI+-1THA

= = Q-Tu‘b‘;h:n

Sekil 6.9: SIK2 proteinine ait Western Blot gortintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarinin 0,1, 2 ve 3. gilinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve MDI+Tha
grublariin 0,1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri.

Kontrole gore farklilagma go6zlemlenen tiim sartlarda (MDI, MDI+CC,
MDI+THA) SIK2’nin 6zellikle 1. glinde belirgin bir sekilde artmasi ve bunun MCE
boyunca azalmasina ragmen yiiksek diizeyde temsil edilmesi onun MCE’deki roliinii
giiclendirmektedir.

Olgiilen band yogunluklar: karsilastirildiklarinda 3T3-L1 hiicrelerindeki SIK2
protein miktarinin 0.glinden itibaren 2.gline kadar arttig1 hatta 2.giinde yaklasik 1,5
katlik bir artisla maksimum diizeye ulastig1 belirlenmistir. Uciiniicii giinde ise SIK2
protein diizeyinin azaldigi goriiliistiir ancak buna karsi protein miktar1 baslangica
gore yiiksek diizeyde seyretmistir. Compound C varlifinda MDI bagimli SIK2
protein diizeyinde 2. giine kadar, kontrole gore yaklasik 2 katlik bir artis olamakla
birlikte 3.glin protein miktarinda azalmanin oldugu belirlenmistir. MDI+THA
uygulanmis gruplarda da 0.giinden 2.giine kadar yaklasik olarak 2,5 katlik bir artig
gostererek 3.giinde azaldigr goriilmiistiir (Sekil 6.20). Daha once yaptigimiz
calismalarda ER stresin SIK2’nin yikimina neden oldugu bilinmekteydi. [Caliskaner,
2013]. Fakat burada MDI bileseni olan insiilinin muhtemelen buna kars1 SIK2 ifade
ve stabilitesini sagladigi ongoriilmektedir. Sonu¢ olarak THA ve CC’nin SIK2
ifadesine benzer sekilde etkiledigi ve MDI’ya oranla her iki durumda 6zellikle MCE
stiresince (2.giin) SIK2 diizeyinin yiiksek oldugu goriilmektedir.
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6.7. Compound C ve Tha’nin CNAP Proteinleri Uzerindeki
Etkisi

CNAP sentromerik bir proteindir. SIK2’nin  CNAPI’i  S2392’den
fosforlasmasindan dolay1r mitozun baslatilmasinda rol aldigi yapilan caligmalarda
bulunmustur [AHMED et al.,, 1999]. Bu veriler dogrultunda SIK2 inhibitorii
Compound C ve SIK2’nin negatif diizenlenmesine neden olan ER stres ajan1 THA
varliginda farklilasma siiresince CNAP protein miktarinda meydana gelen degisimler

Western Blot yontemiyle analiz edilmistir.

MDI+CC MDI+THA

= = e

Sekil 6.10: CNAP proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublariin 0,1, 2 ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve MDI+Tha
grublarinin 0,1, 2. ve 3. gilinlerine ait Western Blot goriintiileri.

MDI ile uyarilan hiicrelerde CNAP-1 diizeyinde yaklasik 2,5 kathik bir artig
gozlemlenirken, bu artis MDI+CC’de yaklasik 2 kat ve MDI+THA’da ise 1 katlik
artigla sinirli kalmigtir. MDI uygulamasinda CNAP-1 proteini 1.giin de maksimum
diizeye ulasilmis 2.glinde ise azalmis MCE’nin sonlandigi 3.giinde ise bazal seviyeye
gelmigtir (Sekil 6.21). Mitotik safhanin ilerleyebilmesi i¢in gerekli olan SIK2 ile
aktive olan CNAP1’in MCE’nin baskilandigt CC ve THA wuygulamalarinda
baskilanarak kontrol diizeyine gerilemesi her iki kimyasal ajanin da antimitotik etkisi
ile iligkilendirilebilmektedir. Bu dogrultuda SIK2 nin CNAP-1’in kararliligin arttirip

arttirmadig1 yeni bir sonug olarak onlimiize ¢ikmaktadir. Bununla birlikte CNAP1’in
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fosforlanmasinin  belirlenmesi onun fonksiyonel varliginin belirlenmesi igin

gereklidir.

6.8. ER Stres ve Compound C Varhginda C/EBP ve
C/EBPa Protein Diizeyleri

Gen ekspresyon seviyeleri her zaman protein seviyeleri ile benzerlik
gostermeyebilir.  Bu genellikle transkripsiyonel kontrol, mRNA stabilitesi,
translasyonel diizenleme posttaranslasyonel modifikasyonlarin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikar. Burada gosterilen gen ifadelerine paralel olarak farklilagsmanin MCE ile
siirh erken safhasinda SIK2 ve ER stres kaynakli degisiklikler Western-blot ile

yontemi ile protein diizeyinde irdelenmistir.

6.9. Thapsigargin ve Compound C’nin Mitotik C/EBPf ve
Antimitotik C/EBPo. Farkhilasma Proteinlerine EtKisi

Adiposit farklilagmasinin ikincil genlerinden olan C/EBPa’nin protein
miktarlarinin ER stres ve SIK2 inhibitoru varhigindaki degisimi western analizi ile

belirlenmeye calisilmistir.

W Eontrol

W D

¢ /EBPu

ML+ Cc

B MDI+Tha

] 1 2 3 (Farkhlasma gin)

Sekil 6.11: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagsma siiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarinin 0, 1, 2 ve 3. giinlerdeki C/EBPa protein diizeyi tizerindeki etkisi.
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Elde edilen Western Blotting sonuglarinda; MDI uygulanan hiicrelerde
C/EBPa diizeyi 3. giin sonunda 3 katlik bir artis gostermistir. CC ve THA uygulanan
gruplarda C/EBPa diizeyinde 1.giine kadar belirgin bir degisiklik gbézlenmezken,
2.giinde 2 katlik bir artts meydana gelirken 3.giinde C/EBPa. protein diizeyinde
azalma oldugu gorilmiistiir (Sekil 6.9, Sekil 6.10).

CEBPa antimitotik etkiye sahip oldugundan MDI ile uyarilan hiicrelerde
MCE’nin sonu olan 2. ve 3.giin yiiksek olmasi beklenir ve bizde de bu sekilde
gerceklesmistir. Diger yandan MCE iizerinde ciddi bir negatif etki yaratan CC ve
THA uygulamalarinda erken aktive olmasimi bekledigimiz C/EBPa tam tersine
MDTI’ya gore daha geg ve diisiik diizeyde bir artisla sinirh kalmstir.

Ye Gao ve arkadaslarinin yapmis oldugu adiposit farklilagmasi caligmalar
basta olmak tizere konuyla ilgili literatiir incelendiginde; MDI uygulanmis hiicrelerde
farklilasma ile birlikte C/EBP, a; PPARy gibi genlerin kontrole oranla daha fazla
ifade edildigi goriilmektedir. Bu sebepten dolayir kontrolde herhangi bir C/EBPa
aktivitesi beklenmemektedir. Kontrol grubumuzda upstream aktivatorler olan
C/EBPP ve C/EBP&’nin diizeyinde bir artis beklenmemesine ragmen, yaptigimiz iki
farkli deney tekrarinda; farklilagmanin olmamasi beklenen kontrol hiicrelerinde bu
genlerin ifadesindeki artisin MDI uygulanan hiicrelere gore daha fazla olmasi,
literatiirde karsiligi olmayan bu verileri yorumlamamizi zorlastirmaktadir. Bu durum,
deney yapilan hiicre hatlarinda klonal bir secilim olmus olmasi olasiligini akla
getirmektedir. Bununla birlikte 1.giinde THA ve CC’nin CEBPa ifadesini tamamen
baskilayarak MCE’yi negatif yonde etkileyebilecegini isaret etmektedir. Bu etkinin
CEBPp iizerinden gerceklestirebilmesi muhtemeldir. SIK2’nin CREB ve P300
tizerindeki baskisini kaldirarak CEBPf’nin ifadesine olanak vermesi ve dolayisiyla
CEBPa ifadesini destekledigi CC varliginda diisiiniilebilir. Benzer sekilde SIK2’nin
bu etkiyi IRS-1 fosforlanmasi ile de yapabilecegi olanaklidir [Horike et al., 2003].
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Sekil 6.12: C/EBPa proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarinin 0, 1, 2, ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve MDI+Tha
grublarinin 0, 1, 2. ve 3. giinlerine ait western goriintiileri.

MCE icin gerekli C/EBPB ve & adiposit farklilasmasinda; farklilasma
kokteylinin eklenmesiyle ifadesi yapilan ilk genlerdendir. C/EBPB’nin protein
anlatimmin Tha ve Compound ¢ varligindaki etkileri asagidaki sekilde gosterildigi

gibi Western Blotting yontemi ile belirlenmistir.

3.5
3
2.5
E 5 W E ontrol
m mMDI
s =
o _ LIDI+HCC
L mMDI4+TH &
05
|:| -
1] 1 2 3 (Farkhlasma giin)

Sekil 6.13: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagsma siiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarmin 0, 1, 2. ve 3. giinlerdeki C/EBPJ protein diizeyi tizerindeki etkisi.

Elde edilen Western Blotting sonuglarinda; MDI uygulanmis hiicrelerde
1.glinde 1,5 katlik bir artig gériilmiis 2.glinde azalma meydana gelmis 3.glinde tekrar
arttig1 goriilmiistiir. Eger kontroldeki beklenmedik artis1 goz Oniine almazsak SIK2
ve ER stresin C/EBPJ iizerinden MCE’yi azaltmadigi miimkiin goziikmemektedir;
fakat bilindigi gibi C/EBPP’nin diizeyinden ¢ok DNA baglanma 6zelliginin

Olctilmesi gerekmektedir. Bu C/EBPf baglanma bdlgesi igeren bir lusiferaz reportor
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sistemi ile test edilebilir. Kontrol grubunda 2. giinde goriilen beklemedik artis bu
verilerin dogru yorumlanabilmesi i¢in aktif durumlarint gosteren fosfo formlarinin

0zgiin antibodylerle belirlenmesini zorunlu kilmaktadir.(Sekil 6.11, Sekil 6.12).

CEBS>¢
Keatrol MD1
o 1 2 3 ] 1 2 3
B C/ZBP5G
MDI+C'C MDI-THA

Sekil 6.14: C/EBP proteinine ait Western Blot goriintiileri.A) Kontrol ve MDI
grublarmin 0,. 1, 2. ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve
MDI+Tha grublarinin 0, 1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri.

6.10. Compound C ve Tha’min p-ERK Proteinleri
Uzerindeki Etkisi

ERK yolaginin aktivitesi farklilagsma siirecinin baslatilmasi i¢in gerekliyken,
ileri olgunlagsma sathasinda bu etki anti-adipojeniktir. Adiposit farklilagma boyunca
ozellikle MCE sathasini igeren ilk 2-3 giinler siiresince fosforlanmis aktif olan, p-

ERK diizeylerindeki degisimler Western Blotting yontemi ile belirlenmistir.
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Sekil 6.15: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagma siiresince Compound C ve Tha
ajanlarmin 0., 1., 2. ve 3.glinlerdeki; A) p-ERK 1, B) p-ERK 2 protein diizeyileri
tizerindeki etkisi.

MDI-CC MDI+-THA

CONTROL ) MDI+CC MDI+THA

= e

Sekil 6.16: ERK ve p-ERK proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) ERK
proteinine ait kontrol, MDI, MDI+CC ve MDI+Tha grublarinin 0., 1., 2. ve 3.
glinlerine ait western goriintiileri. B) p-ERK proteinine ait kontrol, MDI, MDI+CC
ve MDI+Tha grublarinin 0, 1, 2. ve 3. giinlerine ait western goriintiileri.

a-Tubulin

Western Blot analizleri sonucu elde edilen sonuglar incelendiginde Compound
¢ varliginda farklilasma siiresince SIK2 en aktif oldugu 1.glinde ERK diizeyi MDI’ya
gore yaklagik 3 kat daha fazladir. Bu durumda SIK2’nin ERK fosforilasyonunu
baskiladig1 rahatca sdylenebilir. SIK2 bunu IRS1(794) iizerinden veya diger bir IR
adaptorii olan Gabl iizerinden yapiyor olabilir. Gerek Compound ¢ gerek THA
uygulamalarinda MCE %20-25 diizeyinde baskilanmasinin, pERK’deki degisimden
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kaynaklandiginin anlagilmasi MAPK inhibitérii veya ERK1/2 asir1 ifadesi ile
anlasilabilecektir.

MCE i¢in gerekli olan pERK1-2’nin benzer bir aktivasyon profili ¢izerek
l.glinde farklilagmanin maksimum oldugu MDI uygulanmasmma oranla CC’nin
ortalama 2 kat arttigi, THA nin ise 3.giinde daha etkin oldugu ve Kontrol’e gore
pERKI1 aktivitesini 4 kat arttirdig1 belirlenmistir. Kontrolde beklenildigi gibi pERK

diizeyi 3.glinde de azalmayarak anti proliferasyon etkisini korumustur.

6.11. Compound C ve Tha’min PKB Diizeyi ve Aktivitesine
EtKisi

Akt proteinin adiposit farklilagsmasinin erken sathasinda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. pAkt’in CREB ve CEBP iizerinden MCE’yi pozitif yonde etkilemesi
ve FOXOL1’1 baskilayarak da adipogenezi artirdigi bilinmektedir. pAkt'in ayrica
insiilinle uyarisina kars1 SIK2 aktivitesini yiikselttigi bilinmektedir. Yapilan western
caligmalar1 sonucunda p-AKT; MDI varliginda farklilasmanin 2.giiniinde minumum
diizeye inmistir. Buna karsin SIK2 inhibitorii olan Compound ¢ varliginda bu azalma
baskilanarak kontrole gore farklilasmanin ilk giiniinde yaklasik 4 katlik bir pAKT
diizeyine ulagilmistir (Sekil 6.15, Sekil 6.16).

3
B Eantraol
= 2 =
ﬁl WD
o] —
. I - l I-I WD+ CC
0 - BIADI+THA
0 1 2 3 (Farkhlagma giin)

Sekil 6.17: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagsma siiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarinin 0, 1, 2. ve 3. giinlerdeki p-AKT protein diizeyi lizerindeki etkisi.
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Sekil 6.18: p-AKT proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarinin 0,1, 2 ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve MDI+Tha
grublarinin 0,1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri.

ER stresi pAkt diizeyinde 1.glinde gergeklesen %50’lik azalmay1 dnlerken CC
varliginda bu aktivitenin kontrole gore yaklasik 4 kat artmasima neden olmustur.
SIK2 aktivitesinin baskilanmasi Akt aktivitesini onemli Olgiide arttirmistir, bu da
SIK2’nin PI3K-Akt yolagini negatif olarak regule edebildigini gostermektedir.
Aslinda SIK2’nin Akt aktivasyonun IRS1 diizeyinde negatif regulasyonu glia
hiicrelerinde yapilan bir calismada gosterilmistir. Bunun MCE iizerindeki olumsuz
etkisini gorebilmek i¢in siRNA aracili gen ifadesinin azaltilmasi veya IRS1-SIK2
etkilesimini hedef alan mutasyonel ¢alismalar yapilabilir. Maksimum farklilagmanin
gozlemlendigi MDI’1n 1 giindeki aktivitesi bunu desteklerken [Hebip, 2010], CC’nin
neden oldugu asir1 pAkt diizeyi muhtemelen MCE {izerinde pozitif bir etkiye sahip
degildir.

pAKT diizeyindeki bu artis SIK2’nin insiilin sinyal yolagini IRS1 (Ser794)
baskiladig1 goz oniine alindiginda oldukca ilgi ¢ekici goriilmektedir. CC ile SIK2
baskilandigindan IRS1-PI13-K-Akt aktivasyonu gercekleserek bu artisin yasandigi
diistiniilmektedir. SIK2 nin Akt-1 aktivasyonunu IRS-1 diizeyinde baskilayabilecegi
yeni yapilan bir ¢alismada gosterilmistir [Kiiser-Abali et al., 2013] CC varliginda
farklilasma i¢in uyarilan 3T3-L1 hiicrelerinde MCE geriledigi bilindiginden
gozlemledigimiz bu yiiksek pAkt diizeyinin farklilasma iizerinde ne tiir bir etki

yapacag1 merak konusudur.
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6.12. Compound C ve Tha’mim SREBP1-c Proteinleri
Uzerindeki EtKisi

Yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen Western Blot sonuglarinda; MDI
uygulanmis hiicrelerde protein miktarlart MCE siiresince artarak 2.giinde maksimum
diizeye ulasmistir. SIK2 inhibitorii olan Compound ¢ uygulanmis hiicrelerde ise bu
artisin daha da belirgin bir sekilde 3. giinde maksimum diizeye ulastigi
goriilmektedir. MDI+THA uygulanmis hiicrelerde de SREB1-C’nin protein seviyesi
2.glinde yaklasik olarak 3 katlik bir artig gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar
insiilin aracili SREBP-1c¢ aktivasyonunun, SIK2 tarafindan IRS-1 iizerinden negatif

olarak diizenlenebilecegini akla getirmektedir (Sekil 6.17, Sekil 6.18).
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Sekil 6.19: 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagsma stiresince Compound ¢ ve Tha
ajanlarmin 0, 1, 2. ve 3. giinlerdeki, farklilagsmasinin ge¢ markorii olan SREB1C
protein diizeyi iizerindeki etkisi.

a-Tubulin

Sekil 6.20: SREBP1-C proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarinin 0, 1, 2. ve 3. giinlerine ait Western goriintiileri. B) MDI+CC ve
MDI+Tha grublarinin 0, 1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri.
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Kontrol grubunda mRNA diizeyinde yaklagik 8 katlik bir artisa sahip olan
SREBP1C’nin protein diizeyinde uyart Oncesi diizeyde kalmast SREBP1C’nin
yiiksek bir yapilip/yikilma hizindan kaynaklanabilecegi gibi mRNA stabilitesi veya
translasyonel kontrolii ile de gerceklesebilecegini isaret etmektedir. Bu durumda
CC’nin SREBP1C’nin ifadesini ve de stabilitesini sagladig1 diisiiniilebilir. Benzer
sekilde insiilin iceren MDI kokteylinde SREBP1C’nin ifadesini ve stabilitesini
artirdigt  goriilmektedir. Bunun tam tersine ER stresin mRNA diizeyinde
SREBPIc’nin miktarin1 artirmasina ragmen, protein diizeyinde asag1 ¢ektigi
diistintilebilir. ER stresin SREBPIlc’nin aktif formunu artirarak lipogenezi

destekledigi daha 6nce hepatosit hiicrelerinde gosterilmistir [Caliskaner, 2013].

6.13. Compound C ve Tha’mmm PPARy Proteinleri
Uzerindeki Etkisi

ER stres ajan1 Tha ve SIK2 inhibitéri CC varliginda farkilalagmanin ikincil
genlerinden olan PPARy’nin protein diizeyindeki degisimi gosteren calismalar

western blot yontemiyle analiz edilmistir.

¢ 1} 2 3. .0 k 2 3 ¢l 2 3 © 1 23
A B
PPARY PPARy
MDI

Kontrol MDI+CC MDI+THA

Sekil 6.21: PPARYy proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarimin 0,1, 2 ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve MDI+Tha
grublarinin 0,1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri.

PPARY’ya ait band yogunluklari referans olarak kullanilan o-Tubulin band
yogunluguna normalize edilmistir ve daha sonra elde edilen degerler her bir
uygulama i¢in 0.giine oranlanarak artma ve azalmalar saptanmistir. MDI uygulanmis
hiicrelerde PPARY protein miktarlar1 2.giinde yaklasik 2 katlik bir artisla en yiiksek

diizeyine ulagsmistir. Compound C ile muamele edilmis hiicrelerde ise protein
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miktarlarinda 2.glinde artis oldugu goriilmiistir. MDI’ya gére CC uygulanmig
hiicrelerde PPARYy’ nin ifadelenmesinde azalma oldugu goriilmiistiir. Bu da CC’nin
adiposit farklilasmasi ig¢in major markorlerden olan PPARy’nin protein ifadesini
baskiladigin1 gostermektedir (Sekil 6.19). Bu PPARy aktivatorii olan SREBP-1c
protein diizeyleri ile de uyumlu goziikmektedir. Bununla birlikte gerek SREBP-1c
gerek PPARy’nin aktif fosfo durumlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Daha once
yapilan bir tez ¢alismasinda strausporuin ile PPARYy ifadesinde 2 giinliik bir gecikme
oldugu gosterilmistir [Hebip, 2010].

ER stres ajan1 olarak kullanilan MDI+THA uygulanmis hiicrelerde ise PPARYy
protein ekspresyonunun yok denecek kadar az oldugu goriilmektedir. Bu durum ER
stres varliginda artan CHOP protein diizeyinin, PPARy ifadesini baskilamasiyla
uyumludur (Sekil 6.19).

6.14. Compound C ve Tha’mm CHOP Proteinleri
Uzerindeki EtKisi

ER stres durumunda artan CHOP bir ER stres markoriidiir. 3T3-L1 hiicreleri
kullanilarak olusturulan Kontrol, MDI, MDI+CC ve MDI+THA gruplarinda farkli
giinler boyunca, Compound c¢ ve Tha ajanin1 varliginda CHOP’un protein

miktarindaki degisimler Western Blot yontemiyle analiz edilmistir.

Kontrol MDI
0 1 2 3 0o 1 2 3
o | e —]
MDI+CC MDI+THA

= = R

Sekil 6.22: CHOP proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarinin 0,1, 2 ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. Tubulin (altta) B) MDI+CC
ve MDI+Tha grublariin 0,1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri. Tubulin

(altta).
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Western Blot sonucu elde edilen band yogunluklar1 6l¢iildiigiinde, kontrol,
MDI (farklilasma mediumu i¢en grup) ve MDI+CC grublarinda CHOP’un protein
ifadesi bazal diizeyde iken; MDI+THA uygulanmis hiicrelerde 1.giinde 10 katlik bir
artisla maksimum diizeye ulasmus, takip eden 2.ve 3.giinde ise protein miktarinin
1.gline gore azalmis oldugu fakat 0. giine gore halen yiiksek diizeyde devam etmistir.
Bu durumda ER stres ajan1 uygulanmig hiicrelerde ER stres olusturuldugu
dogrulanmistir (Sekil 6.22). Apoptotik protein olan CHOP’un MDI ile uyarilan
hiicrelerde kontrole yakin bir diizeyde olmasi farklilasan hiicrelerin herhangi bir
apoptoz yonelimi olmadigimi gostermektedir. Buna karsin THA uygulanmis
hiicrelerde 1.glinde CHOP diizeyinin, apoptozun belirlenmesini gerektirecek diizeyde
artirdigini goriiyoruz.

Burada dikkat edilirse kontrol grubunda dikkate deger bir CHOP diizeyi
goriilmektedir. Bunun muhtemelen kullandigimiz  yiiksek glikoz (25 mM)
DMEM’den kaynaklandigi  disiinilmektedir; zira inslilin iceren MDI
uygulanmasinda yiiksek CHOP diizeyi nispeten baskilanmistir. CC’nin MDI’a yakin
bir etki gostermesi stres {izerinde herhangi bir etkisinin olmadigini isaret etmektedir.
Bununla birlikte beklendigi gibi ER stres 1.giinden itibaren CHOP diizeyini gii¢lii bir

sekilde artirmaktadir. Bunun PPARY iizerindeki etkisine daha 6nce deginilmistir.

6.15. Compound C ve Tha’min IRS-1 Proteinleri Uzerindeki
Etkisi
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Sekil 6.23: IRS-1 proteinine ait Western Blot goriintiileri. A) Kontrol ve MDI
grublarimin 0,1, 2 ve 3. giinlerine ait western goriintiileri. B) MDI+CC ve MDI+Tha
grublarinin 0,1, 2. ve 3. giinlerine ait Western Blot goriintiileri.
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Western blot sonucu elde edilen IRS-1 6zgiin band yogunluklar
degerlendirildiginde; kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDI, MDI+CC ve
MDI+THA uygulamalarinda IRS1 diizeyinde ciddi bir azalma goriilmektedir. Hem
Compound ¢ hem de ER stresi SIK2’nin aktivitesi kararlilig1 tizerinde olumsuz rol
oynadigi bilinmesine ragmen her iki durumda IRS-1 diizeyindeki azalmayi
aciklayacak calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in SIK2’nin; IRS-1 gen
ifadesi ve protein kararliligina yonelik deneysel yaklagimlarin kullanilmasini gerekli
kilmaktadir. Bununla birlikte IRS-1 diizeyindeki bu azalma ERK ve Akt diizeylerini

azaltacagindan MCE olumsuz yonde etkilenecektir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Obezite ve iliskili metabolik hastaliklar ¢agimizin en Onemli epidemik
boyuttaki saglik sorunlarindan biridir. Obezite yag hiicrelerinin sayisal ve hacimsel
artigt ile karakterize olan patolojik bir durumu ifade etmektedir. Ayrica obez birey ve
hayvanlarin yag dokularinda ER stres ve inflamasyon siklikla gériillmektdir. Son on
yilda yapilan caligmalarla glikoz ve yag sentezindeki diizenleyici rolii ortaya
cikarilan SIK2’nin obez hayvan ve bireylerin yag dokularinda yiiksek diizeyde
aktiviteye sahip olmasi ve adiposit farklilasmasinda erken safhaya ait olan genlerle
birlikte ifade edilmesi onun yag doku gelisiminde de 6nemli rolii olabilecegini
gostermektedir. Bu da bizi ER stres ve adiposit farklilagmasi arasinda bir iliski
olabilecigi hipotezine yoneltmistir. Bu tiir bir ¢alismadan elde edilecek verilerin
obezitede artan yag hiicre sayisini ve kiitlesini kontrol altina alabilecek SIK2 odakli
yeni farmakolojik hedeflerin tanimlanmasina ve dolayisi ile epidemik boyutlara
ulasan obezite ve iligkili metabolik hastaliklarla miicadele edilmesine olanak vermesi
beklenmektedir.

Obezite insiilin direnci bagta olmak {izere kalp damar hastaliklari, karaciger
yaglanmasi, hipertansiyon gibi hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Horike ve
arkadaglarinin  3T3-L1 hiicrelerinde SIK2’nin adiposit farklilasmasinin erken
genlerinden olan C/EBPs ailesine ait genlerle es zamanli artigin1 gostermesi obez
hayvan ve bireylerin yag dokusunda yiiksek miktar ve aktiviteye sahip olmasi
SIK2’nin MCE’deki roliiniin daha ayrintili bir sekilde arastirilmasini gerekli
kilmistir. Yine laboratuarimizda karaciger hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda SIK2
diizeyinin ER stres tarafindan 6nemli 6l¢glide azaltildiginin gosterilmesi, ER stres ile
SIK2 ve dolayisi ile MCE arasinda muhtemel bir iligskinin varligina isaret etmektedir.
Bu bulgular birlikte ele alindiginda temel hedefin ER stresi ve SIK2’nin MCE deki
roliiniin arastirilmasi olusturmaktadir.

Bu calismada SIK2’nin ve onun negatif diizenleyicisi ER stresin SIK2’nin
farklilagsmay1 takiben artan miktar ve aktivitesi g6z Oniine alinarak MCE diizeyinde
arastirilmistir. 3T3-L1 hiicrelerinde ER stres olusturularak ve SIK2 inhibitorii
varliginda adiposit farklilasmasi icin gerekli olan genlerin ve yine farklilasmada

fonksiyonel yolaklar {izerideki etkileri farklilagmanin erken  siirecindeki
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degisimlerine ve SIK2’nin kontrol ettigi yolaklar lizeinde nasil etki yapacagi gerek
kantitatif PCR gerek Western yontemleriyle gen ve protein diizeyinde ¢alisilmistir.

Ilk olarak Compound c¢ varliginda mitotik klonal genislemenin nasil
etkilendigini 6grenmek i¢in hiicre proliferasyonu ve sayisindaki degisimler
belirlenmigtir. MDI ile uyarilan hiicrelere oranla SIK2 aktivitesinin baskilandigi
durumda mitotik klonal genislemenin (MCE’nin) %25-30 azaldigin1 gostermistir. Bu
etkinin IRS-1 iizerinden veya SIK2’nin direk substrati olan sentrozom proteini C-
NAP1 vasitas1 ile gerceklesebilecegi  gosterilmistir.  Yaptigimiz  calisma
dogrultusunda SIK?2 inhibitorii varliginda CNAP-1’in anlatiminda MDI uygulanmis
hiicreler ile karsilastirildiginda azalma oldugu goriilmektedir. Bu da bize SIK2
tarafindan fosforlanan (S2392) C-NAP1’in hem mitozu tetikledigi hem de yikimini
onledigini isaret etmektedir. SIK2 olmadigi durumlarda CNAP-1‘in kararliligini
yitirerek yikima ugradigi ve mitozda sentrozomlarin ayrilmasini engelleyerek
hiicrelerin G2/M fazinda tutuklandigi disiiniilebilir diger yandan bu hipotezin
dogrulugu SIK2’nin C-NAP1 ile olan etkilesiminin IP ve ICH gibi yontemlerle de
dogrulanmasini1 ve C-NAP1 S2392A mutantinin agir1 ifadesi ile test edilmelidir.

ER stres ve iligkili SIK2 aktivitesinin farklilasmanin MCE fazina etkilerini
aragtirmak icin; farklilasma, MCE ve gecis fazlarina 6zgiin fonksiyonel olan
C/EBPf,o. ve PPARy genlerinin Compound c ve ER stres varligindaki etkileri mRNA
ve protein diizeyinde arastirilmistir. Compound ¢ uygulanmis hiicrelerde C/EBPfS
geninin mRNA ve protein diizeyinde farklilagmanin erken evrelerinde MDI ya gore
baskilandigin1 gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismamizda Compound c’nin C/EBPa
ve PPARy’nin da gen ve protein seviyeleri MDI uygulanmis hiicrelere gore
baskilandig1 goriilmektedir. Compound ¢ bu inhibisyonu IRS-1 diizeyinde veya
C/EBPf ve PPARy’nin upstreaminda bulunan SREBP1, CREB gibi transkripsiyon
faktorleri vasitasi ile gergeklestirebilecegi diisiiniilebilir. MDI+THA uygulanmis
hiicrelerde C/EBPa. ve [ genleri mRNA ve protein diizeyindeki degisimler
incelenmistir. MDI ile muamele edilmis hiicrelerle kiyaslandiginda ER stres oldugu
durumlarda bu gen ifadelerinin baskilandig1 gozlemlenmistir. ER stres yolaklarindan
PERK ve ATF4 tarafindan aktive edilen CHOP’un; C/EBPs genlerinin
transkripsiyonunu engelledigi bilinmektedir. Yaptigimiz ¢alismada farklilagsma igin

uyarilan hiicrelerdeki ER stresin PPARy ifadesini baskiladigi goriilmektedir.
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PPARy’nin transkripsiyonu C/EBPf’ya baghi oldugundan dolayr PPARy’daki bu
baskilanma C/EBP/’daki azalma sayesinde gergeklesmis olabilir.

SIK2 inhibitérii kullanilarak AKT ve ERK sinyal yolaklarinin aktivasyon
durumlar ve farklilagsmasi lizerine etkisi arastirilmistir. PREF-1’in 3T3-L1 6nciil yag
hiicrelerinde artan ERK aktivitesine paralel olarak yiiksek diizeyde ifade edilir.
Farklilasma uyarisinin ardindan pERK ve PREF1 hizli bir sekilde azalarak ortadan
kalkar ve ge¢ safhada yeniden ortaya ¢ikar. PREF1’in anti adipojenik etkisini ERK
yolagini aktive ederek gergeklestirir [Kim et al., 2007], [Wang et al., 2010]. ERK
yolaginin aktivitesi; farklilagsma siirecinin baslatilmasi igin gerekli fakat olgunlagsma
safhasi igin gereksiz ve farklilasmay1 onleyicidir. Bu verilerle uyumlu olarak MDI
uyguladigimiz hiicrelerden etki ettigimiz ERK1/2 aktivasyon diizeylerinin PREF-1"in
en diisiik oldugu 2.giinde ERK1/2 nin aktivasyon diizeylerinin de ayni giinde diisiik
oldugu goriilmiistiir. Buna karsin SIK2 inhibitor varliginda 2.giinde ERK1/2’nin
yaklasik olarak %30 civarinda daha fazla gerceklestigi goriilmektedir. Bu durumda
SIK2’nin  farklilasmanin  erken safhasinda ERK ifadesinin  zamaninda
baskilanmasinda rol aldigi bu sebeple MCE igin gerekli olan ERK1/2
diizenlenmesinde fonksiyonel oldugu disiiniilebilir. SIK2’nin  bunu IRS-1
fosforilasyonu (794) ve devam eden kararsizligini tetikleyerek basarabilecegi veya
direkt olarak ERK’i hedef alabilecegi diisiiniilmektedir. ER stres durumunda; ERK
yolagi ER stres tarafindan aktiflestigi ve siirekli aktivasyonu sonucu adiposit
farklilasmasini engelledigi gosterilmistir [Liang, 1996] ER stres ajani uygulanmis
hiicrelerde farklilasma siiresince ERK1/2 aktivasyon seviyesi 2.giinde bir diisiis
yasamis 2.gilinden sonra artmaya devam etmistir. Adiposit farklilasmasininin
baskilanmasi alt yolaklarinda bulunan etkiler sayesinde gosterir.

SREBI1-c’nin gen ifadesi transkripsiyonel diizeyde; C/EBPS ve y tafarindan
kontrol edilmektedir. Ayrica SREBI1-c, PPARy ligandim1 aktive ederek veya
dogrudan PPARy promotorune baglanarak adipogenezde gorev aldig
diistiniilmektedir [Payne et al., 2009]. SIK?2 tarafindan fosforlanarak DNA baglanma
ozelligi engellenen SREB1-C dolaylh olarak kontrol ettigi yag sentezinden sorumlu
genlerde azalma meydana gelir. Bu veriler baz alinarak yaptigimz ¢alismamizda gen
ve protein diizeyinde benzer sonuclar elde ettik MDI uyarisina kars1t MCE siiresince
CC uygulanmis hiicrelerde SREBP1c miktar1 yaklasik 8 kat artarken, bu artis

neredeyse MDI 1n 2 kat1 gergeklesmistir. Sonug olarak Compound ¢ varliginda gerek
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SIK2’nin IRS-1 ve SREBP1-c iizerindeki negatif etkisinin ortadan kalkmasinin bu
sonucu dogurdugu diisiiniilir bunun hem IRS-1 hem de SREBP1-c¢ diizeyinde
dogrulanmas1 gerekmektedir. Bu SREBP1-c ve IRS-1 mutant formlarin agiri
ifadesiyle gergeklestirilebilir.

3T3-L1 onciil yag hiicrelerinde AKT1’in adiposit farklilasmasinin erken
sathalarinda rol oynadigi bilinmektedir. AKT1’den yoksun 3T3-L1 hiicrelerinin
adiposit  farklilagsmasi i¢in gerekli olan PPARy nin  aktivasyonunu
gergeklestiremezler benzer sekilde AKT knockout Mouse embriyonik fibroblastlarda
(MEF) PPARy’nin transkripsiyonun baskiladigi bulunmustur [XU et al., 2004].
Insiilin bagimli AKT1 yolag: farklilagsma iizerine iki farkli yoldan etki ettigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Birincisi MTORCI in negatif diizenleyisi olan Tuberous
SClerosis Compleks (TSC1/2) kompleksini baskilayarak farklilasma igin major gen
olan PPARYy diizeyini arttirdigi bulunmustur digeri ise adiposit farklilasmasinin
negatif diizenleyisisi olan FOXOI1 transkripsiyon faktoriiniin fosforlanmasi ile
inhibisyonu {iizerinden gerceklestirirlir. Bu veriler dogrultusunda yaptigimiz
calisgmada MDI ile uyarilmasini hiicrelerde AKT; farklilasmanin erken safhasinda
cok degismemesine karsin p-AKT1 aktivasyonu varliginda 2.glinde minimum diizeye
indigi goriilmektedir. SIK2 inhibitorii varliginda ise bu baskilanma daha az
gercekleserek %350 civarinda olmasi SIK2’nin insiilin sinyal yolaginda 6nemli bir
diizenleyicisi olabilecigini diisiindiirmektedir bu durumu SIK2’nin IRS1’i serin 794
dizisinden fosforlayarak PI13-K-AKT yolagimi etkisizlestirmesi ya da bi AKT kinazi
olan TORC2 y1 fosforlayarak baskilanmasi sonucu gergeklestirebildigini
sOyleyebiliriz. Bununla birlikte MCE ag¢isindan bakildiginda SIK2’nin AKT/PKB
aktivasyonunu engelleyerek CREB veya p300 vasitast ile CEBPP ifadesini
engelleyebilecegi dolayisiyle MCE’yi negatif yonde etkileyebilecegi de gbz oniinde
bulundurulmalidir. Sakae Saito ve arkadaslarinin yapmis ¢alismada bir ¢alismada ER
stres durumunda glukoz yoklugunda Compuond c kanser hiicrelerinde GP78
promotor aktivitesinin inhibisyonunu saglayarak katlanmamis protein cevabini
(UPR) baskiladigr gosterilmigtir. MDI+THA uygulanmis hiicrelerde p-AKT1

aktivasyonu MCE siiresi boyunca azaldig1 gériilmiistir.
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