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Rho/Rho-kinaz Yolagimin Olasi1 Katkisi

Effects of Estrogen on Adipocyte Differentiation in Preadipocyte Cell Line (3T3-L1): Possible
Involvement of Rho/Rho-Kinase Signaling
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Ozet

Amacg: Bu ¢alismada estrojenin, preadipositlerin (3T3-L1)
olgun yag bilcrelerine diferansivasyonuna olan etkilerinin
incelenmesi ve ayrica bu etkilere, eger varsa, Rho/Rho
kinaz yolaginin katkisini arastinlmasi amaglandi.

Yontem; 3T3-L1 hiicreleri kiiltiir flasklarma ekilerek
37°C’de %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. Konfluent olan
flasklar pasajlanarak ¢ogaltildi. Estradiol 107, 107, 107,
10™, 10” ve 10”'M konsantrasyonda 3T3-L1 hiicrelerine 2
ve & giin boyunca uygulandi. 8. giinde deney sonlandinldh
ve adiposit diferansiyasyonu Qil Red O boyama ile
degerlendirildi. Oil Red uygulanmayan hiicreler ise
homojenize edilerek Western-Blot yontemi ile RhoA,
ROCK-1 ve ROCK-2 protein ekspresyon diizeyleri
Oleiildii.

Bulgular: 17f-estradiol  diferansiyasyon  siirecinin
baslangicinda (2. giinde) uygulandifinda diferansiyasyonu
azaltmaktadir, Buna karsthik 8 giin boyunca uygulandifinda
ise etkisiz bulunmustur. Ayrica [7(-estradiol RhoA,
ROCK-1 ve ROCK-2 protein ekspresyon dizeylerini
anlamh olarak degistirmedi.

Sonug: 17B-estradiol, preadiposit diferansivasyon siirecine
farklh  zaman  dilimlerinde farkh  etkilerle katki
saglamaktadir. Ancak, bu etki Rho/Rho-kinaz yolag aracili
goriinmemektedir.

Anahtar Sozciikler: adiposit diferansiyasyonu; dstrojen;
rho-kinaz
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Abstract

Aim: In this study, it was aimed to investigate potential
effects of estrogen on the differantiation of preadipocytes
(3T3-L1) to mature adipocytes and the possible
involvement of Rho/Rho-kinase pathway in this matter.
Method: 3T3-L1 cell suspensions were plated and
incubated at 37°C under 5% CO, Confluent flasks were
passaged. Next, 3T3-L1 cells were treated with estradiol at
various concentrations (]O‘g, 10%, 107, 10°, 10° and 107
*M) for a period of 0-2 and 0-8 days. The experiment was
concluded on the day of 8. Adipocyte differentiation was
assessed by lipid-specific Qil Red O staining. The Oil Red
O nontreated cells were homogenized. Subsequently,
RhoA, ROCK-1 and ROCK-2 protein expression levels in
these cells were measured by Western-Blotting technique.
Results: When applied in the beginning of the
differentiation process (the 2™ day), |7B-cstradiol
decrease the differentiation. On the contrary, it becomes
ineffective when applied for 8 days. In addition, 17j3-
estradiol did not significantly change ROCK-1, ROCK-2
and RhoA protein expression levels.

Conclusion: 17p-estradiol, the main estrogenic hormone,
has diverse effects on adipocyte differentiation at
different stages of differentiation. However, this impact
does not appear to be mediated via Rho/Rho-kinase
pathway,

Keywords: adipocyte differentiation; estrogen; rho-kinase
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Preadipositlerde Ostrojenin Diferansivasyona Etkisi

Giris

Obezite viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan
enerjiden fazla olmasindan kaynaklanan ve viicut yag
kitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla artmas1 ile
karakterize olan kronik bir hastahiktr (1). Obezitenin
etiyolojisinde birgok faktoriin yer almasi ve obezitenin
gelisiminin nasil onlenecegi tam olarak anlasilamamas
onemli bir sorun olarak goriinmektedir (2). Tiim diinyada
obezite ve eslik eden metabolik sendrom (diyabet,
bozulmus glukoz tolerans1 ve insiilin direnci ile birlikte
hipertansiyon,  hiperlipidemi,  santral  obezite ve
mikroalbiiminiiriden en az ikisinin eslik etmesi) sikliginin
epidemik olarak artiyor olmasi, bir metabolik ve endokrin
organ olan yag dokusuna olan ilgiyi arttirmstir (3).

Hormonlar, adiposit gelisimi ve fonksiyonlan igin
onemlidir ve adipoz dokunun major diizenleyicisidirler. Bu
hormonlar arasinda biiyiime hormonu, tiroid hormonu,
glukokortikoidler, katekolaminler, insiilin ve insiilin-
benzeri biiyiime faktorii gibi birgok hormon yer almaktadir
(2).

Adipoz doku insanlarda viicut yag daghminda
cinsiyete gore farkhhk gosterir. Kadinlarda erkeklere gore
subkutandz yagin birikimi daha fazladir. Kadinlarda
subkutantz yag birikiminin puberteyle birlikte artis
gostermesi  subkutanéz yagd depolanmasinda Ostrojenin
roliiniin olabilecegini gostermektedir. Buna karsin erkekler
abdominal yag depolanmasina meyilli iken premenapozal
donemde kadinlarda abdominal yag birikimi 6strojen
tarafindan inhibe edilmektedir. Kadmlarda adiposit
kitlesinde artis adiposit sayist ve aym zamanda adiposit
boyutlarinda artis ile sonuglanmaktadir. Bu veriler
ostrojenlerin  adipositlerin  gelisiminde, erigkin adiposit
boyutlar1 ve sayisimn  diizenlenmesinde Snemli  rol
oynadigim gostermektedir (4).

1970’ lerde Ostrojenin insan preadiposit
proliferasyonunu stimiile ettigi gosterilmis, farkli tiirlerde
ve deney sistemlerinde benzer sonuglar elde edilmistir (4).
Ostrojenin  preadiposit proliferasyonunu stimiile ettigine
dair  tutarh  bulgular olmasma ragmen, adiposit
diferansiyasyonu tizerine Ostrojenin etkisine dair veriler
celigkilidir (2). Sigan preadipositleri ve mezenkimal kok
hiicrelerde  yapilan cahismalarda ostrojenin  adiposit
diferansiyasyonu stimiile ettigi (4-6) bununla birlikte
primer kemik iligi stromal hiicre kiiltiirlerinde veya kemik
iligi stromal hiicre hatlarinda ise adipogenezisi inhibe ettigi
gosterilmistir (7-9).

Ayrica seks hormonlar birgok dokuda hem genomik
hem de nongenomik mekanizmalarin aracihiiyla etkisini
gostermektedir. Nongenomik etkide hormonlar plazma
membranindaki reseptorlere baglanir ve etkileri ikincil
haberciler ile tasgimir (10). Bu nongenomik etkilere,
MAPK/ERK1/2, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3-kinaz) ve
cesitli tirozin kinaz gibi farkli yolaklarin aracilik ettigi
gosterilmistir  (11). Yapilan c¢alismalar, kiiciik GTP-
baglayict  protein  Rho ve efektérii  Rho-kinaz
(ROK/ROCK)’1n diiz kas kasilmasi, aktin hiicre iskeleti
organizasyonu, hiicre adezyonu ve motilitesi, sitokinez ve
gen ekspresyonunu iceren bir¢ok hiicresel fonksiyonda rol
oynadifini gostermistir. Birgok dokuda Ostrojenin etkisine
Rho/Rho kinaz yolagimin aracihk etti@i gosterilmigtir.
Ostrojenin ayrica ER/Gu13/RhoA/ROCK-2/moesin kaskadh

23

yoluyla endotelyal hiicre migrasyonununa onciiliik ettigi de
gosterilmistir (12). Yine aym sekilde ERa’mn, Gal3/Rho
A/ROCK /moesin kaskadi yoluyla estrojen bagimh meme
kanser hiicrelerinin hareketi, invazyonu ve buna bagh
olarak kanser metastaziyla iligkili oldugu ortaya konmustur
(13). Chrissobolis ve ark. (14) disi sicanlarin serebral
dolagiminda Rho-kinaz fonksiyonunun baskilandigimi ve bu
etkinin endojen dstrojene bagl oldugunu géstermisler ve bu
etkinin premenapozal kadinlarda inme insidansinin
azalmasina katki saglayabilecegini isaret etmiglerdir.

Bu calismada 17B-estradioliin, preadipositlerin (3T3-
L1) olgun yag hiicrelerine diferansiyasyonuna olan
etkilerini ve bu etkilere Rho/Rho-kinaz yolaginin olasi
katkisinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem

3T3-L1 Preadiposit Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan
(ATCC-CL-173) dondurulmug olarak satin alinan beyaz
yag hiicresi Onciilii fare embriyonik fibroblast klon hiicre
tipi olan 3T3-L1 hiicreleri kullamldi.

Diferansivasyon Protokolii

Hiicre sayimi yapildiktan sonra her kuyucuga 2x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24°1ii kuyucugun her bir
kuyucuguna 1 ml besiyeri [%10 buzag serumu (CS)/%1
Penisilin/streptomisin/%1 glutamin/Dulbecco’nun moditiye
Eagle mediumu (DMEM)] ilave edildi. 2 giinde bir
mediumlan degistirilen hiicrelerin inverted mikroskopta
biiyiimeleri izlendi.

(. giinde adiposit diferansiyasyonu indiiklemesi icin
0.5mM IBMX, 0.25uM dekzametazon ve IpM insiilin
iceren %10 FBS/DMEM (fetal sigir serumu/Dulbecco’nun
modifiye Eagle medyumu) ve estradiol 107, 10, 107, 10,
107 ve 10*M konsantrasyonda 3T3-L1 hiicrelerine 2 giin
boyunca uyguland: (0-2. giin). Diger gruba 8 giin boyunca
10°, 10% 107, 10° 10° ve 10" konsantrasyonda
estradiol ve 1uM insiilin igeren %10 FBS/DMEM (0-8.
giin) uyguland1 ve 8. giinde deney sonlandirilarak adiposit
diferansiyasyonu Oil Red O boyama ile degerlendirildi. Oil
red O uygulanan hiicreler ELISA okuyucu cihazda 490 nm
optik adsorbansta degerlendirildi.

Western-Blot Analizi

fkinci ve 8. giiniin sonunda ekim yapilan 25 mm’lik
flasklarin mediumlar alindi. PBS ile flasklar yikandiktan
sonra hiicre lizisi icin flasklara RIPA lizis tamponu
konularak +4 "C’de 5 dk muamele edildi. Flasklardan elde
edilen homojenatlar Westen blot icin kullamldi. Esit
miktarlarda protein %10’luk sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jele (SDS-PAGE) yiiklenerek elektroforeze
tabi tutuldu. Jelde biiyiikliiklerine gore ayrilan ve bantlar
olusturan proteinler elektrotransfer teknigi ile nitroseliiloz
bir membrana aktarildi. RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2
(Santa Cruz Biotechnonolgy) antikoru 1 saat muamele
edildi. Bu islem sonrasinda HRP (horseradish peroxidase)
bagh sekonder antikor ile (1:2000 diliisyonda) yine bir saat
muamele edildi. Daha sonra membranlar ECL (enhanced
chemiluminescence) Plus Kit (Amersham Biosciences,
Freiburg Germany) goriintiileme soliisyonu ile 5 dakika
karanlikta muamele edildikten sonra goriintiilendi.



Pektas ve ark.

Istatistiksel Analizler

Western Blot teknigi ile elde edilen bantlarin analizi
igin  Scion Image programu  kullamldi.  Veriler,
ortalamazstandart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
degerlendirilme igcin ANOVA ve Dunnet testi post hoc testi
kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamh kabul edildi.

Bulgular

17p-Estradiol iin Adiposit Diferansivasyonu Uzerine Etkisi

Post-konfluent hiicrelere 0. giinden 2. giine ve (. giinden 8.
giine kadar uygulanan 17B-estradiol’iin (10°, 10°%, 107, 10°, 107 ve
10°M), adiposit diferansiyasyonu iizerine etkisi Ol red O boyama
teknigi ile degerlendirildi. 0. giinden 2. giine kadar 17p-estradiol

0D,qp/kuyucuk

diisitk konsantrasyonlarda (10° ve 10°M) degil fakat daha yiiksek
konsantrasyonlarda (107, 10°, 10° ve 10™™) adiposit
diferansiyasyonunu azaltti. 0. giinden 8. giine kadar uygulanan
konsantrasyonlarda 17B-estradiol adiposit  diferansiyasyonunu
etkilemedi (Sekil 1).

17f-Estradiol’iin RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2  Elspresyonu
Uzerine Etkileri

3T3-L1 preadiposit hiicrelerine 0-2. ve 0-8. giin siiresince
uygulanan 17f-estradioliin (10%, 10%, 107, 10°, 10° ve 10°M)
RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2 protein ekspresyonlan iizerine etkisi,
Western blot yontemi ile aragtirildi. Kullamlan konsantrasyonlarda
ve uygulanan siirede 17p-estradiol, RhoA (Sekil 2), ROCK-1
(Sekil 3) ve ROCK-2 (Sekil 4) protein diizeylerini degistirmedi.
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Sekil 1. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde 17p-estradiol’iin farkh konsantrasyonlarinin adiposit diferansiyasyonu iizerine etkisi. (n=4, *:p<0.05,

*#%: p<0.01) (Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi).
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Sekil 2. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde 17B-estradiol (Es, 10, 10, 107, 10, 107 ve 10*M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasini
takiben RhoA ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi (Veriler ortalamatstandart hata olarak gosterildi).
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Sekil 3. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde 17p-estradiol (E,, 107, 10, 107, 10, 107 ve 10™* M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasin
takiben Rho-kinaz-1 (ROCK-1) enzim ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi (Veriler ortalama+standart hata olarak

gosterildi).
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Sekil 4. Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerinde 17p-estradiol (E,, 10, 10, 107, 10, 10™ ve 10™*M, 0-2 ve 0-8 giin, n=4) uygulanmasin
takiben Rho-kinaz 2 (ROCK-2) enzim ekspresyonlarinin Western-blot teknigi ile gosterilmesi (Veriler ortalama+standart hata olarak

gdsterildi)

Tartisma

Bu calismada seks steroid hormonu olan &strojenin
kiiltiire edilmis fibroblast kdkenli preadiposit hiicreler olan
3T3-LI hiicrelerinde diferansiyasyon tizerine etkileri ve bu
etkilere Rho/Rho-kinaz yolagimin olasi katkis1 arastirildi.

Ostrojenin insan mezenkimal kok hiicrelerinde, insan
adipoz kokenli stromal hiicrelerinde (5,6) ve sigan
preadipositlerinde  adiposit  diferansiyasyonu  stimiile
ettigine dair calismalar mevcuttur (4). Bununla birlikte
3T3-L1 hiicre hattinda yapilan bir calismada (15) ve
Ostrojenin primer kemik iligi stromal hiicre kiiltiirlerinde
veya kemik iligi stromal hiicre hatlarinda adiposit
diferansiyasyonu  iizerine  inhibitor  etkili  oldugu
gosterilmistir (7-9). Ancak bu cahsmalarda Gstrojenin
adiposit diferansiyasyonu iizerine olan etkileri farkli zaman
dilimlerinde degerlendirilmemistir.

Calismamizda  farkhh  giinlerde  uyguladigimiz
gstrojenin adiposit diferansiyasyonu iizerine farkli etkileri
oldugu goriildii. Post-konfluent hiicrelere 2 giin siireyle

uygulanan 17B-estradiol, adiposit diferansiyasyonunu
azalurken, 8 giin  boyunca uygulanan  dstrojen
diferansiyasyon  iizerine etki  gostermedi. Bizim

calismamiza benzer bir calismada 3T3-L1 hiicrelerinde
adiposit diferansiyasyon siirecinin farkli basamaklannda
(erken, orta ve ge¢) kullanilan bir ajanin, farkli etkiler
gosterdigi ortaya konulmustur (16).
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Lipoprotein lipazin (LPL) ekspresyonunun, biiyiime
durmast asamasini (GD) vyani erken diferansiyasyon
basamagini yansittigi, bundan dolay adiposit
diferansiyasyonunun erken belirteci olarak tamimlandig
bilinmektedir (17,18). Daha onceki calismalar dstrojenin,
lipogenezi azaltma yoluyla adipoz depolanmayr direkt
olarak inhibe edebilecegini ve bu etkinin adipositlere lipid
alimini diizenleyen bir enzim olan LPL aktivitesinin
azaltilmas1 yoluyla ortaya c¢ikabilecegine isaret etmektedir
(19,20). (")strojenin LPL iizerine olan bu etkisi, bu
calismada 2. giinde goriilen adiposit diferansiyasyonundaki
azalma ile uyumlu gériinmektedir.

Hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre proliferasyonu,
farklilasmasi ve gen regiillasyonu gibi farkli hiicresel
olaylarda rol oynayan Rho proteinleri ile Rho-kinaz
enziminin bir¢cok dokuda eksprese edildigi bilinmektedir
(21-25). Ayrica 3T3-L1 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada
Rho/Rho-kinaz yolaginin adipogenezde yer aldig ve
adipogenez siirecinde eksprese edildigi gosterilmistir (26).
Rho A, ROCK-1 ve ROCK-2"nin 3T3-L1 preadipositlerde
ve matiir adipositlerde eksprese oldugu fakat uygulanan
konsantrasyonlarda @strojenin bu proteinlerin ekspresyon
diizeylerini degistirmedigi gézlemlendi. Bununla birlikte
bizim laboratuarimizda sican koroner mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde yapilan baska bir calismada 17p-
estradiol’'in  ROCK-2 enzim ve RhoA protein
ckspresyonlarini anlamh olarak arttirdigi gézlemlendi (27).
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Calismamizda Ostrojenin RhoA, ROCK-1 ve ROCK-2
protein ekspresyon diizeylerine bir etkisinin olmamasi, bu
hormonlar ile ilgili sinyal transdiiksiyon mekanizmasi

arasinda bir etkilesmenin olmadig anlamina
gelmemektedir. Gelecekte Rho-kinaz aktivasyonu da
arastinlabilir.

Sonug olarak; 17B-estradiol, preadiposit

diferansiyasyon siirecine farkli zaman dilimlerinde farkli
etkilerle katki saglamaktadir fakat bu etki Rho/Rho-kinaz
yolagi aracih goriinmemektedir.
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