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oz
Amag: Bu calismada Ras ile iliskili ntikleer protein (RAN)'in; farkl gelisim evrelerindeki adipositlere, farkli dozlarda uygulanacak olan oksidatif stres faktorlerine

(stearik asit, linoleik asit, etanol ve hidrojen peroksit) karsi yanit olarak gen anlatiminin ne yonde degisim gosterecedi ile birlikte hiicrelerin proliferasyon
yeteneklerine olan etkileri arastinidi.

Gereg ve yontemler: Calismada RAN geninin obezitedeki roliini belirlemek amaciyla fare kdkenli 3T3-L1 fibroblast hiicreleri, iCELLigence sistemi ile gercek
zamanli olarak gézlemlenerek, preadiposit ve olgun adipositlere farkhlastirildi. Bu hiicreler farkli konsantrasyonlarda sitotoksik ajanlara maruz birakildi ve
hiicre proliferasyonlari yine iCELLigence sistemi ile izlendi. Elde edilen hiicrelerden haberci RNA izolasyonu, haberci RNA'dan tamamlayici DNA sentezi ve elde
edilen genetik materyalde sitotoksik ajanlara yanit olarak, RAN geninin ekspresyonundaki degisimler TagMan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile
tespit edildi.

Bulgular: Oksidatif stres ajanlarinin uygulama siireleri, gercek zamanl hiicre monitérizasyonu ile gesitli konsantrasyonlarin uygulanmasi sonrasi IC50 degeri
elde edilerek saptandi. 24 saat hidrojen peroksit (H202) uygulamasi sonucu IC50 degeri 807 uM olarak saptandi. 24 saat 1 mM H>O; uygulamasi 3T3-L1 adiposit
hucrelerinde letal etkiye sahipken 50-250 uM konsantrasyon araligindaki H,O uygulamalarinin adiposit proliferasyonunun tizerine anlamli bir etkisi olmadigi
gozlendi. RAN gen anlatimi dort ve bes saat 600 uM H,0; uygulamasi sonrasi artarken; stearik asit, etanol ve 24 saat H,0, uygulamasi sonrasi azald. Linoleik
asit uygulamasi sonucunda ise RAN geni ekspresyonu tamamen susturuldu.

Sonug: 600 pM H,0;'ye dort saat maruz kalan adipositlerde RAN geni anlatimi kontrol hiicrelere kiyasla iki kat artarken, ayni dozda bes saat muamelenin gen
anlatimini alti kata yakin artirdiginin gézlenmesi farklilasmis adiposit hiicrelerinde glikoz homeostazinin bozuldugunu diistindirmektedir. Etanoliin RAN geni
ifadesini azaltmasinin ise insilin direncinin artmasina katkida bulundugu distincesindeyiz.

Anahtar sézciikler: Adiposit; gen ekspresyonu; iCELLigence; obezite; Ras ile iliskili nikleer protein.

ABSTRACT

Objectives: This study aims to investigate how the gene expression of Ras-related nuclear protein (RAN) will change as a response to the adipocytes in
different stages of development, oxidative stress markers (stearic acid, linoleic acid, ethanol and hydrogen peroxide) to be applied in different dosages and
also its effects on the proliferation ability of cells.

Materials and methods: In our study, to determine the role of the RAN gene in obesity, we differentiated mouse-derived 3T3-L1 fibroblast cells into
preadipocytes and mature adipocytes by observing with iCELLigence system in real-time. These cells were exposed to cytotoxic markers at different
concentrations and cell proliferations were monitored with iCELLgence system. The messenger RNA isolation from the obtained cells, complementary DNA
synthesis from messenger RNA and the changes of RAN gene expression in response to cytotoxic markers obtained from the genetic material were identified
by TagMan real-time polimerase chain reaction.

Results: Implementation periods of oxidative stress markers were found to be IC50 value by using real-time cell monitoring, which was obtained by
applying various concentrations. After 24 hours application of hydrogen peroxide (H0,), IC50 value was found as 807 pM. While 24 hours application of 1
mM H,0, had lethal effect on adipocytes 3T3-L1 cells, we did not observe any significant effect of H,O; applications in the concentration range of 50-250
UM on proliferation of adipocytes. While RAN gene expression increased after four and five hours of exposure to 600 uM H,0; application, it decreased after
application of stearic acid, ethanol and 24 hours of H,0,. As a result of application of linoleic acid, RAN gene expression was completely silenced.
Conclusion: The observation of RAN gene expression having increased twice in adipocytes that were exposed to 600 uM H,0; for four hours compared to
control cells while five hours of exposure to the same dosage to increase nearly six times suggests the deterioration of glucose homeostasis in differentiated
adipocyte cells. We think the fact of ethanol decreasing RAN gene expression contributes to the increase of insulin resistance.
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Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin,
harcanan enerjiden fazla olmasindan kaynaklanan
ve vicut yag kitlesinin, yagsiz viicut kiitlesine
oranla artmasi ile karakterize olan kronik bir has-
tahktir. Viicut kiitle indeksi (VKI) 30 veya daha
fazla olan hastalar obez olarak nitelendirilirken
25 veya lizeri olan hastalar fazla kilolu olarak
siniflandirilmaktadir. Obezite, basta kardiovaskii-
ler ve endokrin sistem olmak tizere viicudun tiim
organ ve sistemlerini etkileyerek cesitli bozuk-
luklara ve hatta éliimlere yol acabilen énemli bir
saghk sorunudur. Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak
kabul edilen obezitenin, yine aym érgiit tarafindan
yuriitiilen son arastirmalarda kanserle yakin ilgisi
oldugu da belirlenmistir.!!

Obezite; beyaz adipoz dokusunun (BAD) asiri
derecede genislemesi ve biiyiimesi ile acikla-
nan epidemik boyutlara ulasan bir hastaliktir.
Obezite, BAD’deki adipositlerin hipertrofisi ve
hiperplazisi ile gelisir. Gelisme gésteren BADnin
gelistigi veri ve hiicresel mekanizmasi obezite
patolojisini biiyiik 6lciide etkiler. Beyaz adipoz
dokusu viicutta farkli alanlarda bulunabilecegi gibi
cogunlukla derialti dokularda i¢ organlarin cevre-
sinde konumlanir.? Insanlarda derialti dokularda
BAD birikimi ve abdominal, derin i¢ organlarin
cevresinde BAD vyerlesimi ile diyabet, kardiyova-
kiiler hastaliklar ve 8liim orani artar.?

Obeziteye neden olarak gériilen bazi faktorler;
patolojik olarak regiilasyon bozuklugu, psikojenik
kaynakli obezite, norojenik bozukluklara bagh
obezite ve genetik kaynakli obezite olarak dort
grupta tanimlanmistir.'4

Oberzitenin genetigi ile ilgili calismalar genel-
likle ikizler tizerinde yapilmis ve VKI'nin genetik
gecisle aktarilabilecegi diisiintilmiistiir.>©!

Adipoz doku, adiposit adi verilen ve %95’i
vas damlaciGiyla kaph hiicrelerce olusturulan bir
dokudur. Diger organlardan farkhi olarak, viicut
boyunca dagiim gdésteren adipoz doku oldukca
dinamiktir. Viicut yerlesimlerine gore adipoz doku
hiicrelerinin gen ifadelenme kaliplarinda kiiciik
farkliiklar goriilebilir. Yag dokusu sadece vyag
depolamadan sorumlu olmayip ayni zamanda
polipeptidik sitokinler ve hormon benzeri mole-
kiiller salgilama yetenegine sahip hiicrelerden
olusan organize bir endokrin dokudur.!”’

Adipoz dokunun salgilar1 arasinda leptin, adi-
ponektin, rezistin, visfatin, insiilin benzeri biiyiime
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faktorii (IGF)-7, Niikleer fakttr kappa-beta (NF-xf)
gibi biyomolekiiller gdsterilebilir.[810

Ras-iligkili ntikleer protein (RAN) veya GTP-
baglayici niikleer protein olarak bilinen protein
RAN geni tarafindan kodlanir. Ras iist familya-
sinin bir tiyesi olan bu protein 25 kDa molekiiler
agirh@i gésteren kiiciik bir proteindir.[11:12

RAN proteini RNA ve proteinlerin translo-
kasyonunda bu molekiillerin, niikleer porlardan
gecirilmesinde biiyiik rol oynar. Cekirdek-sitozol
arasinda makromolekiillerin gecisinde rol alan
mikrotiibiil aginin organizasyonunu ve formasyo-
nunu ayarlar.’®>¥ Guanozin trifosfat (GTP) veya
guanozin difosfat (GDP)ye baglanarak cekirdek
zarindan molekiil gecisine aracilik eder.

Interfaz esnasinda cekirdek ve sitoplazma ara-
sindaki orantisiz Ran-GTP ve Ran-GDP dagilimini
niiklear RCC1 (guanin-nucleotide exchange factor
for Ran)!*® ve sitoplazmik RanGTPaz aktive pro-
teininin (RanGAP)1® Ran-baglayici proteinlere
(RanBP1 ve RanBP2) baglanmasyla diizenler.!”18!

RAN proteini aym1 zamanda DNA sentezi-
nin kontrolinde ve mitotik hiicre doéngiisiiniin
isleyisinde gérev gériir.!

RAN mitoz esnasinda, mikrotiibil poli-
merizasyonunda molekiillerin  diizenlenmesi
sinyalizasyonunun anahtar1 olabilir. RCC1 kro-
matin etrafinda yiiksek konsantrasyonlu RAN-
GTP iiretir. Bu da cekirdegin mikrotiibiillerini
indiikler./2%

Importin o/ B heterodimeri ve GTPaz RAN niik-
leer protein tasiniminda anahtar rol oynar. impor-
tin niikleer lokalizasyon sinyaline (NLS) baglanir.
Digitonin permeabiliteli hiicrelerin c¢ekirdeklerine
sitosol veya sitosolik fraksiyonlarin eklenmesiyle
vapilan calismada protein tasimimuyla iliskili dort
adet gen yapisi tanmimlanmistir: GTPaz Ran/TC4,
importin-o, importin-f ve ppl5. Ayrica importin,
karyoferin; ppll5 ise NTF2 veya plO olarak da
bilinir.21.22]

RAN’In bir¢ok islevinin yaninda diger pro-
teinlerle interaksiyona giriyor olmasi nedeniyle
RAN’da olusacak bir mutasyon DNA sentezini
sekteye ugratir. RAN mitoz esnasinda hiicre
donglistine katilir ve kromozomlar ayrildik-
tan sonra tekrar cekirdek olusumunda rol alr.
Profaz esnasinda niikleer porlardaki Ran-GDP
ve Ran-GTP orani azalarak niikleer zar, akici
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ve Kkararsiz bir hale dénisiir. Ran-GPT kon-
santrasyonu kromozomlarin etrafinda RCC1
indiiklenmis halde yiiksek oranda bulunur.
RanBP2 (Nup358) ve RanGAP kromozomlarin
ig iplikleri ile baslanmalarini kolaylastirmak
icin kinetokorlara giderler. Ayrica Ran-GTP;
NuMA ve TPX2 gibi inhibe edilmis faktorlerin
importinlere baslanmasin saglar. Importinlerin
salinmasiyla Ran-GTP bu faktérleri aktive eder
ve mitotik déngiiye katilan molekiillere tutunma-
larini saglar. Telofazda ise Ran-GTP hidrolizi ve
niikleotid deg@isimi yeni olusan hiicre tarafindan
hiicre gelisiminde kullanilir.!23!

RAN cesitli uzunluklardaki poliglutamini and-
rojen reseptoriine (AR) baslayan androjen resep-
torit  koaktivatoriidir (ARA24). Poliglutaminin
AR’de yayilma tekrari, Bulber-spinal kas atrofisi
(Kennedy hastaligi) ile iligskilendirilmistir. RAN'1n
androjen reseptdriine koaktivasyonun, poligluta-
minin AR’de yayilmini azaltir. Bu durumda zayif
koaktivasyon, spinal ve bulbar kas gelisimi atrofisi
ile kismi adrojen hassasiyetine neden olabilir.?4

Metabolik sendromun bircok komponenti
ozellikle obezite ve diyabet bazi kanser tiplerinin
gelisiminde rol alir.?>2¢ Qbezitenin endoplazmik
retikulum (ER) stresini uyardigi ve ER stresinin
de ozellikle obezite, tip 2 diyabet ve insiilin
direnci arasinda anahtar rol oynadigi bilinse
de®?” adipoz dokuda obezitenin uyardigi ER
stresine yanit olarak RAN gen anlatiminin ne
sekilde gerceklestigi ile ilgili bir ¢calismaya litera-
tiirde rastlanmamuistir.

GEREC VE YONTEMLER
3T3-L1 Fibroblast Hiicre kiiltiirii

Cahsmada kullamlan 3T3L-1 fibroblast hiicre
soyu American Type Culture Collection (ATCC)
(University Boulevard, Manassas, Virginia, USA)
ticari olarak temin edildi ve hiicreler -1960 °C’de
saklandi. Hicre kiiltiirii calismasina baslamadan
énce DMEM medyumu + %10 FBS+ penisilin
(100 U/mL) ve streptomisin (100 pg/mL) iceren
besi yeri steril sartlarda ultraviole (UV) kabin ice-
risinde hazirlandi.

3T3-L1 Fibroblast Hiicrelerinin Adiposit
Hiicrelerine Doniisiimii

3T3-L1  fibroblast  hiicreleri DMEM
medyumu + %10 FBS icinde %5’lik karbondioksit
etiivde 370 °C’de dort giin inkiibe edildi. Flasklarin

%75’inin hiicreler tarafindan doldurulmasi ile
hiicrelere DMEM-FBS icine 10 pg/mL insiilin
+ 1 pM dexametazone + 0.5 mM 3-isobutyl-1-
methylxanthine eklenmis besi yeri ilave edildi.
Farklilasmanin baslatilmasi amaciyla inkiibasyon
lic glin siirdurtildii. Daha sonra ikiser giin ara-
liklarla DMEM-FBS + 10 p/mL insiilin iceren
besi yeri ile hiicrelerin {i¢c kez besi yeri yenilemesi
vapildi. Adiposit farklilasmasi hiicre ici lipid dam-
laciklarinin birikimi ile saptandi.

Adipositlerin oil red O boyama ile tespiti

3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin olgun adiposit
hiicrelerine déniistiigii OilRed O boyama yontemi
ile tespit edildi. Hiicreler %10’luk formalin soliis-
yonunda bir saat bekletildi. Oilred o stok cozelti-
sinden %60’lik Oilred O c¢alisma cozeltisi hazir-
landi. Hiicreler bes dakika oda sicakh@inda Oilred
O calisma cozeltisi ile inkiibasyona birakildi. Yag
damlaciklar1 kirmizi renkle boyandiktan sonra
inverted mikroskopta gézlemlendi.

iCELLigence sistemi ile 3T3-L1 adiposit
hiicre sayisinin optimizasyonu

Hiicre kiiltiirii cahsmalarinda kullamilan 3T3-L1
adiposit hiicre sayis1 iCELLingence sistemi kulla-
nilarak tespit edildi. Hiicre sayisinin belirlenmesi-
nin ardindan, hiicrelerin ekiminden sonra etanol,
stearik asit, hidrojen peroksit, linoleik asitin mole-
kiiler ve kimyasal etkilerini arastirdigimiz madde
icin muamele saati ve en uygun yanit alinacak
hiicre indeksi zamani belirlendi.

3T3-L1 adipositleri flask icinde Kkiiltiire edil-
di. Flask ytizeyinin %751 kaplayinca hiicreler
PBS ile yikandiktan sonra tripsinize edilerek
zeminden kaldirildi. Hemositometre ile hiicreler
sayildi. Sayilan hiicreler sirasiyla kuyucuklarda
100.000, 50.000, 25.000, 12.500, 6.300, 3.100
ve 1.600 hiicre/mL olacak sekilde besi yeri ile
stispanse edilerek, hiicre ekimi gerceklestirildi.
Sistem calistirildiktan sonra 15 dk’lik dl¢ciim alind
ve calisma icin en uygun hiicre sayisina ve madde
uygulama saatine karar verildi. Deneyde kullanilan
hiicrelerin sayis1 optimizasyon deneyi sonucunda
IC50 (half maximum inhibitory concentrations)
degerleri Sigmoidal dose-response (Variableslope)
formiilii ile hesaplandi.

iCELLigence sisteminde 3T3-L1
adiposit hiicrelerine madde uygulanmasi

Hiicreler iCELLigence plakalara ekilerek orta-
ma farkli konsantrasyonlarda etanol, hidrojen
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Sekil 1. Kontrol hiicrelerine (hidrojen peroksit ile muamele
edilmemis hiicreler) kiyasla 1 mM H20O2 konsantrasyonu
letal etki gostermistir. Kullamlan diger dozlar hiicrelerin
yasamsalhigini etkilememistir.

peroksit (H20g), linoleik asit ve stearik asit eklen-
di. Farkh dozlarda ajanlara maruz birakilan hiic-
relerin yasam dongiileri belirlenerek maddelerin
hangi konsantrasyonda, kaginci saatten itibaren,
hangi zaman arahginda etkili oldugu tespit edildi.
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Gen anlatim diizeylerinin belirlenmesi

3T3-L1 fibroblastlar1 (preadipositler), adiposit
hiicre soylarinin yer aldigi hiicre Kkiiltiirlerindeki
hiicrelerden total RNA izole edilerek, izolasyonu
yapilan total RNA'dan tamamlayici DNA sentez
edilerek RAN gen iiriiniinii cogaltmak amaciyla
RT-PCR uyguland:.

BULGULAR

Oksidatif stres ajanlarinin uygulama siireleri,
optimizasyon deneyi sonucunda 50000 Cell/well
olmasina karar verildi. Yapilan deneyde kontroller
tekrarsiz calisildi. Bu deney analizlerinde hesap-
lanan IC50 degerleri sigmoidal dose-response
(Variable slope) formiilii ile hesaplandi. Elli bin
adiposit hiicresi kiiltiire alinarak H2O2 maddeleri-
nin farkl dozlarinin hiicre yasamsalligi iizerindeki
etkileri kontrol edildi.

Yirmi dort saat 1 mM H202 uygulamas: 3T3-
L1 adiposit hiicrelerinde letal etkiye sahipken
50-250 uM konsantrasyon araligindaki H202
uygulamalarinin adiposit proliferasyonunun {ize-
rine anlamh bir etkisi olmadigi gozlendi (Sekil 1).

Sitotoksisite sinir degerini bulabilmek icin 1 mM
ve 250 mM araligindaki dozlar denendiginde kul-
lanilan en yiiksek doz olan 800 uM’nin tamamen
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Sekil 2. (a) Normalize edilmis hiicre indeksi-zaman grafigi. 1 mM ve 250 uM aralik denendiginde kullanilan en yiiksek
doz olan 800 uM'in tamamen letal etki gdstermedigini fakat ciddi bir sitotoksik etki meydana getirdigini ve 600 uM
konsantrasyonunun kontrol hiicresine kiyasla proliferasyonu 59-118 zaman araliinda inhibe ettigini gérmekteyiz. Bu
etki diger dozlarda da gériinmektedir, fakat 300 uM ve 400 uM konsantrasyonlarinin etkileri aynidir. (b) H2O2 (madde
eklendikten sonra) 24. saat IC50 degeri (noktalar kullandigimiz konsantrasyon). Yirmi dért saat H2O2 uygulamasi sonucu
IC50 degeri 108 uM olarak saptandi.
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400.0 M

letal etki gdstermedigini fakat ciddi bir sitotoksik
etki meydana getirdigini ve 600 mM konsantras-
yonunun kontrol hiicresine kiyasla proliferasyonu
59-118 zaman arahiginda inhibe ettigini gérmekte-
yiz. Bu etki diger dozlarda da gériilmektedir, fakat
300 mM ve 400 mM konsantrasyonlarinin etkileri
aynidir (Sekil 2a). Yirmi dort saat HoO2 uygulama-
st sonucu IC50 degeri 108 mM (Sekil 2b), 48 saat
uygulamasi sonucu ise 807 mM (Sekil 3) olarak
saptandi.

Linoleik asitin 600 mM dozajinin hiicreler
izerinde letal, 400 ve 200 mM dozajlarinin antip-
roliferatif etki yaptiklari izlenmistir (Sekil 4a). Kirk
sekiz saatlik Linoleik asit uygulamasina ait IC50
degeri 476 mM olarak belirlendi (Sekil 4b).
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Sekil 4. (a) Linoleik asit dozlarinin, hiicreler {izerinde letal etki (600 uM) ve doza baglh antiproliferatif etkileri (400,
200 uM) goriilmekte. (b) Linoleik asit dozlarinin 48. saat IC50 degeri.
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Sekil 5. (a) Etanol konsantrasyonlarinin etkisi grafikteki gibi goriilmektedir. Fakat bu maddenin etkisi hakkinda
yorum yapmak anlamli olmayabilir. Ciinkii bu grafikte normalize edilmis sekli ile dozlarin proliferasyonu inhibe ettigi

gozlemlenmistir. (b) Etanol dozlarimin 48. saat IC50 degeri.
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Sekil 6. Kullanilan stearik asit dozlar1 kontrol hiicre
grubuna kiyasla herhangi bir etki meydana getirmemistir.

Etanoliin hiicre proliferasyonu tizerine anlamh
bir etkisi izlenmemistir (Sekil 5a). Kirk sekiz saatlik
uygulamasi sonucu IC50 degeri ise 905 mM ola-
rak belirlendi (Sekil 5b).

Stearik asit uygulamasi hiicre proliferasyonu
tizerinde herhangi bir etki gostermemistir (Sekil 6).

FNG & Bilim Tip Dergisi

TARTISMA

Senesense ugratilmis, adipositlerde (olgun
adipositler)y RAN gen anlatiminin azalmasi
vaslanmis hiicrelerde glikoz homeostazina bagli
instilin direnci gelismesinin daha az olabilecegini
veya insilin direncine karsit hiicrenin savun-
ma mekanizmasinin yeterince isleyemedigini
diisiindiirmektedir.

Bes saat 600 uM H202 uygulamasinin hiicre-
de glikoz homeostazini bozarak insiilin direncini
artirdig1 ve RAN geni ekspresyonunu yaklasik alti
katina kadar artirarak hiicrenin bunu dengeledigi
diistiniildii.

Dort saat 600 uM ve bes saat 800 uM H202
uygulanmis hiicrelerde  RAN ekspresyonunun
artmis olmasi glikoz homeostazinin diizenlenmesi
gerekliligini ortaya koymustur.

Yirmi dort saat 600 uM H202, 90 mM etonol
ve 50 uM stearik asit uygulanmasi hiicrelerde
glikoz homeostazin1 dengeleyici olarak etki ede-
rek RAN gen ekspresyonunun diismesine neden
olmustur.

6 5.925

B Adiposit kontrol

B Preadiposit

B Olgun adiposit

W 4 saat H202 400 uM

Cq

B 4 saat H2O2 600 uM

B 5 saat H2O2 600 uM

B 5 saat H202 800 uM

0_

Ras-iliskili niikleer protein

B 24 saat H202 600 uM

W 24 saat etanol 90 uM

B 24 saat stearik asit 50 uM

Sekil 7. Ras-iliskili niikleer protein (RAN) gen anlatimi 4 ve 5 saat hidrojen peroksit uygulamasi sonrast
artarken; stearik asit, etanol ve 24 saat hidrojen peroksit uygulamasi sonrasi azalmistir. Linoleik asit
deneylerinde ii¢ kez tekrarlanan calismalarda RAN geni ekspresyonun izlenmemis olmasi sonucu Linoleik
asitin RAN gen anlatimi tizerinde susturucu etki gésterdigi sonucuna varilmistir. 600 uM H2Oz2’e dért saat
maruz kalan adipositlerde RAN geni ekspresyonu kontrol hiicrelere kiyasla iki kat artarken, ayni dozda
bes saat muamelenin ekspresyonu alt1 kata yakin artirdidi ve farklilasmis adiposit hiicrelerin de etanoliin

RAN geni ekspresyonunu azalttigi izlenmistir.
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Linoleik asit uygulanmis hiicrelerde RAN gen
ifadesinin gézlenmemis olmast, farkli deneylerle bu
sitotoksik ajanin hangi evrede gen ekspresyonunu
susturduGunun ve hangi nedenlerle susturdugunun
ortaya konmasi gerekliligini olusturmustur.
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Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve yayinlanmasi
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