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OZET

Amacg

Fat mass and obesity-associated protein (FTO) DNA ve RNA’yi1 oksidatif olarak demetile
eden bir enzimdir. FTO’nun katalitik aktivitesinin arastirildigi bir¢ok ¢alisma olmasina
ragmen FTO’nun varlig1 veya yoklugunun hiicre proteomuna etkisi heniiz ¢alisilmamistir.
Bu ¢alismanin amaci, mutant (R316Q) ve yabanil FTO proteinlerinin 3T3-L1 hiicrelerinin

soluble proteomunda yaratacagi olas1 degisiklikleri arastirmaktir.

Yontem

Yabanil ve mutant FTO proteinlerini eksprese eden 3T3-L1 hiicrelerinden elde edilen
protein lizatlar1 DIGE deneyinde kullanildi. Farklicalik gosteren protein spotlar: jellerden

kesilerek MALDI-TOF/TOF ile tanimland.

Bulgular

Karsilastirilan jellerde 300°den fazla protein spotu belirlenmis fakat bunlardan sadece
sekiz tanesi jeller arasinda farklilik gostermistir. Bu proteinlerden bazilar1 yapisal proteinler
olup yabanil tip FTO ekspresyonu sonrasi artiglar1 ¢ok diisiik seviyededir. Diger taraftan
tanimlanan bu proteinlerden bir tanesi olan heteronuclear ribonucleoprotein K (HNRPK) nin

ekspresyonu hem mutant hem de yabanil FTO ekspresyonu sonrasi 3 kat artmistir.

Sonug¢

3T3-L1 hiicrelerinde FTO ekspresyonuna bagli HNRPK seviyesinde artis goriilmiistiir. Bu
sonu¢, HNRPK’nin pre-mRNA islenmesi, hnRNA’nin niiklear mekanimasi, DNA hasarina
p53/TP53 cevabi gibi oldukca dnemli fizyolojik fonksiyonlara katilan multifonksiyonel bir

protein olmasi agisindan degerlidir.

Anahtar Sozciikler: FTO, Obezite, 2DE-DIGE Proteomiks, RNA Metilasyonu



ABSTRACT

Objective

Fat mass and obesity-associated protein (FTO)is an enzyme that oxidatively
demethylates DNA. Although there are numerous studies regarding its catalytic function, the
overall existance or absence of FTO on cellular proteome has not been investigated. The
purpose of this study,thus,was to investigate the changes in soluble proteome of 3T3-L1 cells

upon expression of WT and the mutant (R316Q) FTO proteins.

Methods

3T3-L1 cells expressing either WT or the mutant FTO proteins were used in DIGE
experiments. Spots displaying differences in their abundancies were cut from the gels and
identified by MALDI-TOF/TOF.

Results

More than 300 protein spots were detected on the gels but there were only eight spots
displayed differences in their abundancies. Some of these protein spots arose from structural
proteins and their increase was barely evident after expression of WT-FTO protein. On the
other hand, one of those protein spots that belonged to heteronuclear ribonucleoprotein K
(HNRPK) displayed a more than 3-fold increase in its abundancy when both WT and the

mutant proteins were expressed.

Conclusions

We demonstrated an increase in HNRPK levels upon FTO expression. This finding may
be very important since HNRNPK is a multifunctional protein involving several important
physiological functions including pre-mRNA processing, nuclear metabolism of hnRNAs
and p53/TP53 response to DNA damage.

Anahtar Sozciikler: FTO, Obesity, 2DE-DIGE Proteomics, RNA Methylation
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1. GIRIS
1.1 Obezite

Diinya Saglik Orgiitii (WHO-World Health Organisation) obeziteyi bireylerdeki anormal
ya da asir1 yag birikimi olarak tanimlamaktadir. Bu tanima goére WHO, viicut kitle indeksi
(BMI-Body Mass Index) (bireyin kg cinsinden agirliginin bireyin m cinsinden boyunun
karesine orani) 30’dan biiyiikk olan tiim bireyleri obez kabul etmektedir. Giiniimiiziin en
biiytlik halk sagligi sorunlarindan biri obezitedir. Diinya erigkin popiilasyonunun %58’den

fazlasinin 2030 yilina kadar asir1 kilolu veya obez olacagi tahmin edilmektedir.

Asiri kilo ya da obezite; hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, solunum
zorlugu, kanser gibi ciddi saglik problemlerine yol agmaktadir (Despres and Lemieux, 2006;
Galassi ve dig., 2006; Pischon ve dig., 2006). WHO’nun yaptig1 aragtirmalara gore her yil
en az 2,8 milyon insan obezite ya da asir1 kilo ile ortaya ¢ikan bu sorunlarin sonucu olarak

hayatin1 kaybetmektedir (http://www.who.int).

Obezite, yasam sekli ile yakindan iliskilidir. Bireylerin yagamini kolaylastiran giiniimiiz
teknolojisi yetersiz fiziksel aktivite ve sagliksiz beslenmeyi de beraberinde getirmistir.
Gelisen teknolojiyle obezite prevalansit 1980°lerden bu yana artmakta ve bahsi gegen ciddi
saglik problemlerini de beraberinde getirmektedir. Fakat obezitenin sadece hareketsiz
yasam tarzi ve sagliksiz beslenme ile iliskili olmadigi, baz1 genlerde meydana gelen genetik
varyasyonlarin da obezitenin ortaya ¢ikmasinda rol oynadig artik bilinmektedir (Li ve dig.,
2014). GWAS yaklasimi kullanilarak yapilan g¢aligmalar, fto (Fat mass and obesity
associated) geninin obeziteye neden olan genlerden biri oldugunu gostermistir (Frayling ve
dig., 2007; Scuteri ve dig., 2007). FTO’nun kisinin beslenme tercihini ve kontroliinii
degistirerek obezite riskini arttirdigi ileri stiriilmektedir (Loos and Yeo, 2014). Ancak
genetik faktorlerin ilgili genin iiriinii olan proteine ne sekilde yansidigi, bireyin viicut kitle
indeksini hangi hiicresel yolaklar1 kullanarak etkiledigi ve 6zellikle adipoz dokuda hangi
proteinlerle etkilesime girdigi heniiz tam bir kesinlikle ortaya konulamamistir. Obezitenin
ve ilerleyen dénemde obeziteye bagli olarak goriilen hastaliklarin olusma mekanizmalarinin
daha belirgin sekilde ortaya konulabilmesi ig¢in genetik faktorler molekiiler ¢aligmalarla
desteklenmelidir. Kullanilan molekiiler yaklasimlardan birisi obezite ile iliskili yabanil ve
mutant genlerin, bu genlerin protein iirlinlerinin hiicrede meydana getirdigi degisikliklerin

karsilagtirmali  analizlerini yapmaktir. Gende olusturulan mutasyonun proteinin


http://www.who.int/

fonksiyonunu ne sekilde degistirdiginin yabanil tip ile karsilastirmali olarak incelenmesi,
ilgili yolaklarda anahtar rol oynayan molekiillerin ortaya ¢ikarilmasina ve ilerleyen vadede

biyohedef 6zelligi gosterebilecek proteinlerin belirlenmesine yardimei olabilmektedir.

1.2 FTO Geni

Fto geni insanlarda 16q12.2 kromozomal golgede lokalize dokuz ekzonlu 400kb’lik alan
kaplayan biiylik bir gendir. Giiniimiize dek obeziteyle ilgili tanimlanan biitiin SNP’lerin,
genin birinci intronunda lokalize oldugu ve bu bdlgenin tiirler arasinda son derece iyi
korundugu saptanmistir (Loos and Bouchard, 2008). Evrimsel olarak, FTO sadece
omurgalilar ve deniz yosunlarinda bulunurken; omurgasizlarin tamaminda, mantarlarda ve
yesil bitkilerde bulunmamaktadir (Robbens ve dig., 2008; Sanchez-Pulido and Andrade-
Navarro, 2007).

FTO’nun kesfi Hoeven ve ark. tarafindan fare kromozomlar: ile yaptiklar1 deneylerle
gerceklesmistir. Bu deneyde Fused toes (Ft) fare dominant mutasyonunu, ilk olarak, fare
kromozomu 8’de 1.6 Mb’lik bir delesyona neden olan insersyonel mutagenesis ile
olusturulmustur (van der Hoeven ve dig., 1994). Bu mutasyon sonucu heterozigot Ft
farelerin 6nkollarinda kismi sindaktili ve timik hiperplazi goriilmiistiir (van der Hoeven ve
dig., 1994). Homozigot Ft farelerde ise biiylime geriligi ve kroniyofasiyal yapida ciddi
malformasyonlarla beraber embriyonik donemde o6lim goriilmistir (Anselme ve dig.,
2007). FTO, Ft farelerde delesyona ugratilan bolgedeki 6 genden biridir. ilk kez Peers ve
ark. (1999) tarafindan pozisyonel klonlama ile tespit edilmis ve “Fatso” olarak
adlandirilmistir  (Peters ve dig., 1999). Bunu takiben, Frayling ve arkadaslar1 tarafindan
2007 yilinda yapilan bir GWAS ¢alismasinda, insan FTO geninde yaygin bir varyant tip 2
diyabet ve artmis viicut kitle indeksi i¢in bir risk olarak tespit edilmis ve viicut agirlig
fenotipi ile iliskisinden sonra fto (Fat mass and obesity-associated) geni olarak

adlandirilmigtir (Frayling ve dig., 2007).
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Cizim 1.1. Fto’nun genomik organizasyonu ve komsu genler (Cheung and Yeo, 2011)

1.2.1 FTO Geni ve Obezite

Obezitenin monogenik formlari, erken baslayan morbid obezitenin sadece % 5’ini
olusturur. Bu yiizden bireylerin biiyilkk ¢ogunlugu icin obeziteye genetik yatkinligin
poligenik olmast muhtemeldir. Obezite igin gergek ve tekrarlanabilir ortak genetik
varyantlarin tanimlanmasi uzun zaman almistir. Yeterli biiyiikliikte calisma gruplarini bir
araya getirmek amaciyla uluslararasi igbirligiyle GWAS ¢aligmalar1 yapilmistir (Tung and
Yeo, 2011). Yapilan GWAS caligmalar1 30 farkli genin obezite ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur (Li ve dig., 2014).

Ft fare modelinde delesyona ugratilan genlerden biri AlkB ailesine aittir ve insanda
16g12.2 pozisyonunda bulunur. Dokuz eksonlu 400 bg¢’lik bu genin varyasyonlarinin

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/79068) obezite ile iliskili oldugu birbirinden bagimsiz

ti¢ farkli ¢alisma ile gosterilmistir. Frayling ve ark. 2007 yilinda yaptiklari bir ¢alismada
BMI ve FTO varyantlar arasindaki iligki ve buna bagl olarak fazla kilo sonrasinda gelisen
obezite farkli populasyonlarda arastirilmistir. Elde ettikleri sonuglar SNP rs9939609°da A
allelinin tip 2 diyabet ile iliskili oldugu, tistelik bu risk allelini homozigot halde tasiyan
bireylerin BMI‘larinin bu alleli tagimayanlara gore daha yiiksek oldugu goriilmiis ve obezite
gelistirme riskleri %31 olarak hesaplanmistir (Frayling ve dig., 2007). Bu ¢alismay1
destekler nitelikte 2007°de Dina ve arkadaslari tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada FTO
geninin ilk intronunda yer alan 48 nétral SNP ¢alisilmis ve 6zellikle rs1121980°de T allelinin
yetigkin obezitesi ile siki bir iligkisi oldugu gosterilmistir. Bu g¢alisma FTO’nun ilk
intronundaki varyasyonlar1 (rs1421085 ve rs1787449) sadece yetiskin obezitesi ile degil ayn1
zamanda ¢ocukluk donemi obezitesi ile de iligskilendirmistir (Dina ve dig., 2007). Gerken ve

arkadaslar1 tarafindan 2007°de izole Sardunya populasyonu ile yapilan GWAS calismasi
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FTO genindeki rs9930506’de varyasyonun BMI ve total viicut agirlig1 ile dogrudan ve
yiiksek derecede iliskili oldugunu gostermistir (Gerken ve dig., 2007).

Bugiin bu SNP’lerin FTO geninin ekspresyonunu veya kirpilmasini etkileyip
etkilemedigi, FTO’nun ekspresyonuna veya fonksiyonuna yansimast muhtemel

degisikliklerin obezite ile iliskisi hala a¢ik degildir.

1.2.3 FTO Proteini ve Fonksiyonu

Fto geni, 505 amino asitlik bir protein kodlar ve omurgalilarda oldukga iyi korunmustur.
Bu gen hem fetal hiicrelerde hem de yetiskin hiicrelerinde eksprese olmakta ve beyinde en
yiiksek ekspresyon seviyesine ulagsmaktadir (Frayling ve dig., 2007). FTO ekspresyonunun
beyinde yiiksek seviyede goriilmesi istahin kontrol edildigi hipotalamustan

kaynaklanmaktadir.

Biyoinformatik yaklagimlar kullanilarak yapilan calismalarda FTO proteininin
memelilerde DNA tamir proteini olan ABH2 ve ABH3 ile yliksek dizi benzerligi gosterdigi
ortaya konmustur (Gerken ve dig., 2007). Bu tamir proteinleri, Fe*? ve 2- oxoglutarate (2-
OG) bagimli dioksijenaz ailesine aittir. Bu ailenin iiyesi olan proteinler Fe*? yi bir kofaktor
olarak, 2-OG’yi ise bir kosubstrat olarak kullanarak ssDNA (3meA) ve RNA’da (3meU,
mPA) demetilaz aktivitesi gosterirler. FTO demetilaz aktivitesi ile adenin molekiiliiniin RNA
Metil Transferaz tarafindan metile edilmis formu olan olan N®-metil adenozin (m®A)’i N°-
hidroksimetil adenozin’e (hm®A) ve hm®A’y1 da N®-formil adenozin’e (f®A) cevirir. Bu
sekilde %A ve hmPA indirgenerek tekrar molekiildeki orijinal form olan adenine déniisiir
(Cizim 2.1) (Shen ve dig., 2014). Daha sonra yapilan ¢alismalar DNA ve RNA ‘da bulunan
NO- metil adenozinin FTO’nun 3meU ya oranla 50 kat daha fazla tercih edildigi ve bu
nedenle FTO nun major substrati oldugu gosterilmistir (Jia ve dig., 2011). Jia ve ark
tarafindan yapilan bu calismada FTO’nun kismen “niiklear splicing speckle faktorler”
(SARTTI ve SC35) ve Ser2’de fosforile olan RNA polimeraz 11 ile birlikte lokalize oldugu,
fakat telomerazlar, replikasyon site, Cajal Cisimcigi, cleavage cisimcigi veya P-cismi gibi
niiklear alt bolgelerde goriilmedigini bulmuslardir. Bu bulgulara dayanarak arastirmacilar,
FTO fonksiyonyunun muhtemelen pre-mRNA ve/veya diger niiklear RNA’larin islenmesini
etkileyebilecegi ve RNA epigenetik modifikasyonlarinda gerekli olabilecegi sonucuna

varmiglardir. Ayni grup tarafindan 2013 yilinda yapilan ¢alismada, FTO’nun demetilaz



aktivitesinin geri doniislii ve dinamik olarak diizenlenebiliyor olmasi, RNA metilasyonunun
gen ekspresyonu ve hiicrenin akibetinin belirlenmesinin ¢evresel sinyallere hizli bir sekilde
cevap olusturulmasin1 saglayan RNA bagimli hiicresel yolaklart kontrol ettigini

gostermektedir (Jia ve dig., 2013).
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Cizim 1.2. FTO’nun biyokimyasal aktivitesi (Shen ve dig., 2014)

1.2.4 insanlarda ve Fare Modellerinde FTO ile ilgili Calismalar

FTO’nun fonksiyonel 6zelliklerine dair bilgiler, insanlarda FTO mutasyonlarinin analiz
edilmesiyle kazanilmistir. Boissel ve ark. akraba evlilikleri olan Filistinli biiylik bir ailenin
dokuz bireyinde fto geninde fonksiyon-kaybi mutasyonu bulmuslardir (Boissel ve dig.,
2009). Etkilenen bireylerin tamami, nonsinonim homozigot mutasyona (pozisyon 316’da
arjinin-glutamin degisimine neden olan R316Q) sahip olup, postnatal biiyime geriligi,
mikrosefali, psikomotor gerilik ve ylize ait morfolojik bozukluklar gosterdikleri
gozlenmistir. Aile liyelerinden bazilarinin beyin malformasyonlari, kardiyak anomaliler ve

yaritk damak gosterdigi de goriilmiistiir. Biitlin olgularda letalite {i¢ yasindan Once



gergeklesmistir. Biyokimyasal analizler sonucu, hem 2-OG’yi siiksinata ¢evirme hem de
3meT’i demetile etme fonksiyonu agisindan degerlendirildiginde, FTO proteininin bu
mutant formunun tamamen etkisiz oldugu gosterilmistir. R316Q mutanti, proteinin katalitik
core igeren N terminal domainde lokalize oldugu i¢in (Han ve dig., 2010), FTO proteini
aktvitesini kaybetmistir. Boissel ve ark.nin ¢calismasinda olgularin hi¢birinde obeziteye dair
bir igaret goriilmemistir. Bu da arastirmacilarin FTO’da fonksiyon/ekspresyon kaybinin
obeziteden koruyucu olabilecegi seklinde bir hipotez kurmalarina neden olmustur (Boissel

ve dig., 2009).

Bu giine kadar yapilan fare ve insan FTO mRNA ekspresyonu caligmalar1 sonucunda,
FTO’nun her iki tiirde de yaygin sekilde 6zellikle beyinde ve hipotalamusta yiiksek seviyede
olmak tiizere eksprese oldugu gosterilmistir (Dina ve dig., 2007; Frayling ve dig., 2007;
Peters ve dig., 1999). Model organizmalarda yapilan ¢alismalar FTO ekspresyonunun
beslenme ile diizenlenebilecegini gostermistir. A¢ birakilan fareler, beslenen kontrolleri ile
karsilastirildiginda, hipotalamik FTO mRNA ekspresyonunda onemli bir diisiis oldugu
goriilmiistiir. FTO aglik sirasinda downregule olmakta ve beslenme esnasinda upregule
olmaktadir. FTO’nun bu sekilde diizenlenmesine neden olan bir varyasyonun, beslenmeyi
ve obeziteyi tetikleyici bir sinyal olabilecegi ileri siiriilmiistir (Gerken ve dig., 2007;
Stratigopoulos ve dig., 2008).

FTO ekspresyonu veya fonksiyonundaki farkliliklarin, yag kiitlesini azaltmaya veya
arttirmaya neden olup olamayacagini arastirmak i¢in FTO mutasyonu tagiyan fare modelleri
olusturulmustur. Bu mutasyonlardan biri FTO protein ekspresyonunun tamamen yok oldugu
FTO null mutasyon (Fto™) tasiyan fare modelidir (Fischer ve dig., 2009). Bu fareler
postnatal biiylime geriligi, yliksek metabolik hiz ve gida aliminda artisin oldugu kompleks
bir fenotip gostermektedir. Ayrica lokomotor aktivitede diisiisle beraber postnatal mortalite
de goriilmistiir. Bunlar diistik yag kiitlesine sahiptirler. Heterozigot modeller yiiksek yagh
diyete ragmen obeziteye direncli bulunmustur. Bir diger model ise, azalmis FTO protein
seviyesinin oldugu kismi fonksiyon-kaybi mutasyonudur (Church ve dig., 2009). Kismi
fonksiyon-kayb1 FTO fare modeli, ENU-Mutagenesis ile indiiklenen, 367. pozisyonda
1zolosini fenilalanine doniistiiren (I376F) bir nokta mutasyonu tasir. Bu rezidii, katalitik
core’un disinda olmasina ragmen, yeni bir fonksiyonel domain olarak tanimlanan ve
omurgalilarin hepsinde korunmus olan yaklasik 20 amino asitlik bir blok icerisinde lokalize
olmaktadir. FTO [367F mutasyonunu tasiyan erkek hayvanlarin daha az yag kiitlesine sahip

oldugu ve yiiksek enerji tiikketimi gosterdigi tespit edilmistir. Bununla beraber bu farelerde
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biliylime geriligi, hiperfaji ve diisiik lokomotor aktivite goriilmemistir. FTO 1367F mutanti
kismi olarak aktivite gdstermektedir, bu nedenle tiim genin delesyonuna gore daha 1limli bir
fenotipe sahip olabilir ve postnatal mortalite goriilmeyebilir. In vitro deneyler, full-length
I367F proteininin nukleusa dogru konumlandigini, fakat ekspresyon seviyesinin diistiigiini
ve katalitik aktivitesinin de azaldigin1 gostermistir (Church ve dig., 2009). Her iki modelde
de kontroller ile karsilastirildiginda, yiiksek yagl diyet sonucu diisiik kilo kazanimi ve diisiik
beyaz yag doku goriilmistir. Bu bulgular, FTO aktivitesinde gerceklesebilecek bir
bozulmanin diyetle indiiklenen obeziteye karsi koruyucu olabilecegini diisiindiirrmiistiir.
Arastirmacilar, obezite riskini arttirdigr ileri siiriilen allellerin varligininin, FTO’nun
upregulasyonuna ya da disregiilasyonuna neden olabilecegi, FTO inhibisyonunun obeziteye
kars1 koruyucu olabilecegi sonucuna vararak FTO aktivite kaybinin morbid obezite
tedavisinde hedef olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Church ve dig., 2009; Fischer ve dig.,
2009).

Gao ve ark. (2010) FTO eksikligi ile ilgili olarak iki fare modeli gelistirmistir. Tiim viicut
FTO knockout fare modelinde, postnatal biiylime geriligi, daha kisa viicut uzunlugu, diisiik
kemik mineral yogunlugu ve normal viicut kompozisyonu goriilmiistiir. Sadece ndral
sistemde FTO 6zgilin delesyona ugratilan modelde de FTO knockout fare modelindeki
sonuclara benzer fenotipik sonuglar alinmistir. Arastirmacilar bu gézlemlerine dayanarak,
FTO’nun beyindeki fonksiyonunun postnatal biiyiimeyi regiile ettigi sonucuna varmislardir

(Gao ve dig., 2010).

Daha sonra Church ve ark. (2010), CAGGs promotorii (chicken beta-actin promoter)
kullanarak Rosa26 lokusunda fto genini kondisyonel olarak overekprese eden bir fare modeli
gelistirmislerdir. Bu farelerin beyaz adipoz doku, hipotalamus, iskelet kas1 ve karaciger gibi
dokularinda, yliksek miktarda FTO mRNA ekspresyonu oldugu gosterilmistir. Genin ekstra
kopyasini tagiyan bu fareler, artmis yag doku kiitlesi ve adiposit biiyiikliiglinden dolay1 viicut
agirhiginda doz bagiml bir artisa sahiplerdir. FTO overeksprese fareler, hiperfajiktir ve
yiiksek yagli diyete maruz kaldiklar1 zaman artmis glukoz toleransi ve aglik durumunda daha
yiiksek insiilin seviyesi gostermislerdir (Church ve dig., 2010). Bugiine dek tizerinde
calisilmis olan bu fare modelleri, GWAS calismalarindan elde edilen verilerle paralel
sekilde FTO’nun viicut agirhgr kompozisyonunun kontroliinde bir rol oynadigini

gostermistir.

Daha onceki GWAS c¢alismalarinda fto genindeki SNP’lerin obezite ile iliskisi
gosterilmis fakat bu SNP’lerin FTO’da fonksiyon kaybma veya kazancina neden olup
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olmadigima netlik kazandirilamamistir. Obez ve normal kiloda olan bu varyantlarin
calisilmasi, SNP’ler ile FTO protein fonksiyonu arasindaki mekanizmanin aydinlatilmasini
saglayabilir. Bu sebeple Meyre ve ark. 2010’da, Boiessel ve ark.nin yaptigt FTO
fonksiyon/ekspresyon kaybinin obeziteden koruyucu etkisinin olabilecegi hipotezini daha
ayrintili olarak arastirmislardir (Meyre ve dig., 2010). Bu c¢alismada, yapi-fonksiyon
iligkisinin daha iyi aydinlatilmasi i¢in dogal varyantlarin ve fonksiyon-kaybi FTO
mutasyonu olan proteinin fonksiyonel ve enzimatik 6zellikleri calisilmistir. Yaklagik 1400
ileri derece obez ve 1400 normal bireyde fto’nun eksonlar1 dizilenmis ve obez bireylerde
%2,4, normal bireylerde ise %2,5 olmak {izere 33 heterozigot nonsinonim varyant
bulunmustur. Mutasyonlarin sekiz tanesi sadece obez bireylerde, 11 tanesi ise sadece normal
bireylerde bulunmustur. iki yeni mutasyon korunmus rezidiileri degistirmistir. Bunlar;
katalitik domaindeki R322Q ve substrat tanima bolgesindeki R96H dir. Katalitik core
icindeki 6nemli mutasyonlardan biri olan R322Q degisiminin, R316Q degisimi (sadece obez
bireylerde) gibi, FTO proteinin fonksiyonunu kaybetmesine neden oldugu tespit edilmistir.
Substrat tanima bolgesinde goriilen R96H degisiminin ise basal aktiviteyi korudugu fakat
ekstra substrat eklenmesiyle bu aktivitenin artmadiglr gozlenmistir. Bu mutasyonlarin her
ikisinin de hem normal hem de obez bireylerde bulundugu goriilmiistiir. Meyre ve ark.
(2010) bulunan diger nonsinonim varyantlarin hepsinin normal enzimatik aktiviteye sahip
olmasina ragmen, bunlarin aktivitesinin tamamen yabanil tipte oldugu seklinde bir ifade
kullaniminda dikkatli olmak gerektiginin altin1 ¢izmislerdir. Bunun sebebi olarak sunlar
gosterilmistir, mutasyonlarin her zaman uncoupled reaksiyona zarar vermeyebilecegi ve

FTO’nun enzimatik olarak farkli biyolojik rollerinin belirlenmemis.

FTO’nun normal sartlarda tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus COOH-terminal
bolgesinde bulunan V493F mutantiyla yapilan ¢aligmalar da V493F FTO’nun dioksijenaz
aktivitesinde bir degisim olmadigini gostermis fakat yap1 ve fonksiyonda nasil bir degisim
meydana geldigi aydinlatilamamistir. Yine de Meyre ve ark. proteinin COOH-terminal
bolgesiyle ilgili potansiyel onemi géz ardi edilemeyecek iki gozlem kaydetmislerdir; bu
gozlemlerden ilki, nonsinonim mutasyonlarin sikliginin COOH-terminal bdlgede proteinin
geri kalan kismindan yaklasik {ic kat daha az olusudur. Ikincisi ise, molekiiliin baska
yerlerinde olan nonsinonim varyantlar obez ve normal bireylerde esit oranda bulunmasina
ragmen COOH-terminal bolgedeki varyantlar sekiz obezde ve sadece iki normal bireyde

bulunmustur. Bu 6n gozlemelerin, FTO fonksiyonunun daha iyi anlasilmasina ve enerji



dengesinin korunmasinda potansiyel 6neme sahip olduguna dikkat ¢ekmislerdir (Meyre ve

dig., 2010).

Pitman ve ark. (2012) yaptiklar1 deneylerde SHSY-5Y noéroblastoma ve 3T3-L1
preadiposit hiicre hatlarinda ¢alismis ve siRNA kullanarak FTO ekspresyonunu downregiile
etmiglerdir. Bu yolla hiicresel seviyedeki enerji dengesi tizerinde FTO‘nun etkisini
arastirmiglardir. Hiicrenin enerji durumunu hiicre icerisindeki ATP seviyesini Ol¢erek
degerlendirmisler ve fto gen ekspresyonundaki degisikliklerin hiicre tipine 6zgiin bir sekilde

hiicresel enerji dengesini bozdugunu ilk kez gostermislerdir (Pitman ve dig., 2012).

FTO dozaj degisikliklerinin viicut agirhigini etkilemesinin yan sira, farkl etkilerinin de
olabilecegi diisiiniilmektedir. Berulava ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada FTO
fonksiyonunun aydinlatilmasi i¢in farkls hiicre tiplerinde (Hek293, HeLa, MCF-7) FTO’nun
subcellular lokalizasyonu, RNA ekspresyon profilleri ve RNA modifikasyon seviyeleri
iizerine FTO’nun dozaj etkisi incelenmistir. Calisilan hiicre tiplerinin tamaminda FTO’nun
nukleusta nokta benzeri yapida, 6zellikle speckles bolgede (pre-mRNA splicing faktorlerin
depolama ve/veya modifikasyon bolgesi oldugu diisiiniilen) daha fazla biriktigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu daha 6nce Jia ve ark (2011)’1n ileri siirdiigii bulgular ile tutarlilik
gostermektedir. FTO‘nun subnuklear yap1 olan ¢ekirdekg¢ikte lokalize oldugu goriilmiis ve
FTO’nun rRNA modifikasyonlarinda gerekli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Degisen FTO
seviyelerinin, 6zgiin fonksiyonel kategorilere ait genlerin (RNA islenmesi ve metabolizma)
RNA seviyesi gibi, farkli RNA smiflarinda (mRNA ve muhtemelen rRNA) farkl
modifikasyonlar1 (m®A, 3meU) etkiledigi goriilmiistiir. Berulava ve ark (2012) farkli RNA
degisikliklerini g6z oOnilinde bulundurduklarinda, endojen RNA hedeflerini ve ilgili
doku/dokular1 tanimlamak i¢in son derece 6nemli olabilecegini 6n goérmiislerdir (Berulava

ve dig., 2013).

Guo ve ark. (2012) Hela ve Hek 293 hiicreleri ile ¢alismiglardir. Bu ¢alismada glukoz
dengesi, lipit dengesi ve 6zellikle B hiicrelerinden insiilin salinimi i¢in esansiyel olan Foxa2
transfripsiyon faktoriiniin (Lantz ve dig., 2004; Wolfrum ve dig., 2004) FTO geninin anahtar
diizenleyicisi oldugunu ileri siirmiislerdir (Guo ve dig., 2012). Yaptiklar1 ¢alismada FTO
geninin promotor bdlgesinde delesyonlar olusturmus ve mutant Foxa2 proteinlerinin bu
promotor bolgelere baglayarak promotor aktivitesini test etmiglerdir. Sonug¢ olarak,
Foxa2’nin FTO geninin promotor aktivitesini ve ekspresyonunu downregiile ettigini

gostermislerdir.



Pandey tarafindan 2003 ’te yapilan bir ¢alismada fosforillenmis CREB’in (pCREB), DNA
iizerinde “cAMP responsive element”lere baglanarak besin aliminin ve fiziksel aktivitenin
diizenlenmesine aracilik eden NPY1 (neuropeptide receptor 1) ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir (Pandey, 2003). Lin ve ark. (2014) neuroblastoma (SK-N-SH) hiicreleri ile
yaptiklar1 bir ¢alismada FTO overekspresyonunun “cAMP response element binding
protein” (CREB) defosforilasyonunu geciktirdigini, pCREB’in NPY1 ekspreyonunu
arttirdigin1 6zetle, FTO’nun obeziteyi CREB sinyal yolagini diizenleyerek hafiflettigini ileri
stirmiislerdir (Lin ve dig., 2014).

Bu ¢alismada FTO proteininin preadiposit hiicrelerindeki muhtemel substratlarinin ne
oldugu, obezite ile nasil iligkilendirilebilecegi ve FTO’nun protein ekspresyonunu hangi
yolaklar aracilifiyla nasil degistirebilecegi proteomik yontemler kullanilarak arastirilmistir.
Yapilan literatiir arastirmasinda FTO’nun overekspresyonu sonrast karsilastirmal iki boyutlu
jel elektroforezi tabanli protein tanimlanmasma yonelik bir proteomik calismaya

rastlanmamustir.
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2. AMAC

Obezite giiniimiizde kalp hastaliklari, tip-2 diyabet ve kanser gibi son derece ciddi
hastaliklara yatkinlik olusturabilen ciddi halk sagligi sorunlarindan biridir. Genome-wide
Association Study (GWAS) ile tip-2 diyabet hastalarindaki Fat mass obesity-associated
(FTO) varyantlar1 kullanilarak genom analizleri yapilmistir. Yapilan analizler, FTO geninin
ve gen sekansinda bulunan SNP’lerin obezite ile iliskili oldugunu gostermistir. Obezitenin
bireylerde sebep oldugu bu yatkinliklarin anlasilmasi agisindan viicut agirligmin nasil
diizenlendiginin arastirilmasi ve aydinlatilmasi klinik, bilimsel ve toplumsal anlamda biiyiik

Onem tasimaktadir.

FTO geninin kodladign FTO proteininin Fe*? ve 2-OG (2-oxoglutarat) varhiginda tek
iplikli DNA’da 3-meT’in, tek iplikli RNA’da ise 3-meU ve N®-meA’nin demetilasyonunu
katalizledigi gosterilmistir (Jia ve dig., 2011). FTO’nun bu fonksiyonu onun niikleik asit
tamiri veya modifikasyonu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Giiniimiizde yapilan
caligmalarda FTO geninde belirlenen mutasyonlardan bazilar1 calisilmis fakat FTO
proteininin endojen substratlarinin ne oldugu, hangi yolaklarla etkilestigi, mutant FTO’ nun
hangi yolaktaki substratlarla etkilesiminin bozuldugu ve FTO’nun demetilasyon
aktivitesinin insanlardaki obezite ile iligkisi ortaya konulamamistir. Bu durum, FTO
proteininin hiicre proteomu ve baglantili olabilecegi protein yolaklar iizerindeki etkilerinin

detayli bir sekilde arastirilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Bu ¢alismada mutant ve yabanil tip FTO genlerini eksprese eden 3T3-L1 preadiposit
hiicrelerinin olusturulmas:1 ve boylelikle FTO’nun 3T3-L1 hiicre proteomunu nasil
etkilediginin anlagilmasi amag¢lanmistir. Bunun igin mutant ve yabanil tip fto genleri
klonlanmis ve 3T3-L1 hiicrelerine verilerek eksprese edilmistir. FTO ekspresyonu
saglandiktan sonra hiicreler parcalanarak protein oziitleri hazirlanmistir. Hazirlanan protein
oziitleri ile 2D tabanli proteomik yaklasimlar ve kiitle spektrometrisi kullanilarak protein

tanimlanmasi yapilmistir.

Calismada tanimlanan 8 proteinden biri olan HNRNPK mRNA-binding proteininin FTO
overekspresyonuna bagli artigi goriilmiistiir. Bu calisma, FTO proteininin aktivitesini
hiicrede hangi proteinler Tlizerinden gergeklestirdiginin ve gende meydana gelen

varyasyonlarin neden dnemli olabileceginin ortaya konmasi agisindan 6nem arzetmektedir.
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3. YONTEM
3.1. Besiyerleri ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.1.1. Luria-Bertani (LB) Siv1 Besiyeri

Luria-Bertani (LB) (Sigma, ABD), ticari olarak satilan preparatindan iireticinin
tavsiyesine uygun olarak hazirlandi. Besiyerleri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edildikten sonra s1v1 besiyeri kullanilacag1 zamana kadar +4 °C’de sakland.

3.1.2. Zengin Siv1 Besiyeri

Bir litre s1v1 besiyeri i¢in; 10g tripton, 5 g maya 0ziitii, 5 g NaCl, 2 g glukoz tartild1 ve
1000 ml’ye saf su ile tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra
porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi.

3.1.3. Antibiyotikli Besiyeri

Antibiyotikli besiyeri i¢in sadece 100 mg/ml stok konsantrasyondaki ampisilin kullanildi.
Ampisilin besiyeri otoklavlandiktan sonra otoklavlandiktan sonra 50°C’ye sogutularak
eklendi. Bu sekilde sicakla antibiyotik inaktivasyonu engellendi. Bunzen bek alevinin
yaninda antibiyotik besiyeri ile iyice karigtirildiktan sonra eger kati besiyeri yapilacak ise
plastik petrilere yaklasik derinligi 3-4 mm olacak sekilde dokiildii. Oda 1sisinda katilasmasi
beklenen agar tabaklari kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklandi. Sivi besiyeri ise

antibiyotik eklendikten hemen sonra kullanildi.

3.2. Kullanilan Niikleik Asit Teknikleri
3.2.1.Kandan RNA izolasyonu

Kandan RNA izolasyonu, ticari olarak satilan Qiamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen,
ABD) kullanilarak {ireticinin tavsiyesine uygun olarak yapildi. izlenilen yéntem kisaca su

sekildedir; eritrositler selektif olarak pargalandi ve santrifiij yapilarak lokositler alindi.
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Toplanan I6kositler yiiksek derecede denatiire edici sartlarda pargalanarak RNAz
inaktivasyonu saglandi ve bu sekilde intakt RNA’lar elde edildi. QIAshredder kolondan
etanol gegcirilerek kolonun baglama kosullar1 ayarlandi ve elde edilen lizat homojen hale
getirilerek bu kolondan gegirildi. RNA bu islem sirasinda kolona baglandi. Kolon yikanarak
kontaminantlar uzaklastirildi ve sonraki islemlerde kullanilmak tizere total RNA 30 pl ultra

saf su (RNaz bulundurmayan) kullanilarak kolondan ayrildi.

3.2.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi izole edilen RNA’dan random hegzamer metodu ve oligo (dT)1s metodu
birlikte kullanilarak yapildi. Cizelge 3.1 ‘de igerigi verilen reaksiyon buz {izerinde
hazirlandi. Karigim 6nce 90 ‘C’de 1 dakika Onciil denatiirasyona ugratildi, daha sonra buz
tizerine alinarak igerisine M-MulV RT enzimi ve ribobolok RNaz inhibitorii eklendi. Karisim

42 °C’de 3 saat boyunca tutularak reaksiyon gerceklestirildi.

Cizelge 3.1. cDNA sentez reaksiyonu karisimi

dHz0 5pl

53 Eeaction Buffer 4 ul

10 mM ANTP Earigimi 2pul

Eandom Hexamer Primer 100 pg (0,2 pginl) 1pl
Clige (dThs Primer 100 pg (0,5 pgiul) 1pl
RINA 5pl

3.2.3. Yabanil Tip fto Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), cogaltilmak istenen gen bolgesi igin 6zel olarak
tasarlanan ve uglarinda kesim bdlgeleri bulunan forward primer ve reverse primer

kullanilarak yapildi. PZR karisim1 forward ve reverse primerlerden 5‘er uM, 1 X Long PZR
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tamponu, 2.5mM MgCl,, dort baz ¢esidinin her birinden 0.25 mM olmak tizere ANTP
karigimi, 2.5 U Long PZR enzimi (ThermoScientific, ABD) ve 0.1ug/ul kalip DNA’dan
olustu. Buz iizerinde hazirlanan karisim TC-3000 Peronel Thermal Cycler (Techne, ABD)
cihazina konuldu ve kalip DNA Cizelge 3.2°de verilen PZR kosullarina uygun olarak
cogaltildi.

Cizelge 3.2. Primer listesi ve PZR sartlar1

Friveer | Primer dizis 5°-...-3° Tm (*C) Eullamlan PZR riin Kullanm
im0 Programi Eoyu Aanarct
AAGCTTAAGCTTAT HC 5k
FTO Hind 111 582 _
F GAAGCGCACCCOCG H4°C 30s
1518 bp
59°C  Alls =33 FTO genin
ACTG roZaltm ak
720 1dk
CTCGAGCTCGAGCT -
Tho I 376 72°C 10 dk
FTO
R
AGGGETITTGOTTCCA
GAAGCTS

3.2.4. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Kullanilarak Yiiriitiilmesi

Etidyum bromiir igeren % 1’lik agaroz hazirlamak igin 30 ml 0,5 X TBE ¢ozeltisi
icerisine 0.3 g agaroz (Prona Basica le Agarose, EU) eklenerek karisim mikrodalga firinda
agaroz tamamen eriyinceye kadar kaynatildi. Erimis agaroz ¢ozeltisi oda sicakliginda bir
stire sogutuldu ve igerisine 10 ng/ml stok etidyum bromiir ¢zeltisinden 1 pl eklenerek

elektroforez tankina dokiildii. Agar katilastiktan sonra jelde olusturulan kuyucuklarin ilkine
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1 kb DNA belirteci (Fermentas, ABD) diger kuyucuklara ise PZR {iriinii ylikleme boyasi ile
karistirilarak yiiklendi. PZR iiriinlerinin ve belirtecin yiiklendigi agaroz jel 0,5 X TBE
tamponu igerisinde, 400 mA akim uygulanarak 30 dakika boyunca yliriitiildii. Olusan DNA

bantlar1 molekiiler agirlik belirtecinin bantlari ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.2.5. DNA Parcalarinin Agaroz Jelden Izolasyonu ve Saflastiriimasi

Agaroz jelden izolasyon, ticari olarak satilan QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
ABD) kullanilarak iireticinin tavsiyesine uygun olarak yapildi. Izlenilen ydntem su sekilde
gergeklestirildi. PZR ile ¢ogaltilan fto genini i¢eren karisimindan bir kuyucuga 2 pl, kalan
PZR iiriiniiniin tamanu ise baska bir kuyucuga olmak iizere % 0.8’lik etidyum bromiirsiiz
agaroz jele yliklendi ve 400 mA akim verilerek yiiriitiildii. Agaroz jel, sozii gegen bu iki
kuyu arasindan boydan boya kesildi ve 2 pl fto PZR iirtiniinii yiiklenen parga etidyum bromiir
ile harici olarak 15 dakika boyunca boyandi. Ardindan boyanan jel pargasi ile etidyumsuz
jel pargast uv 151k altinda yan yana getirildi ve boyanan fto bandindan hiza alinarak yiiksek
miktarda PZR iriinii yiiklenen kuyudaki fto bandi kesildi. Kesilen bant tartilarak protokol
uygulandi. Protokole gore, kesilen jel parcasi {lizerine jelin ¢oziiniirliigiini arttirici ajan
eklenerek 50 “C’de bekletildi. Ardindan izopropanol eklenerek hidrofobik etkilesimlerin
arttirllmasi saglandi ve bu sekilde DNA’nin s1v1 igerisindeki ¢oziiniirliigii diistirtildii. Kolona
yiliklenen karisim santrifiij edilerek DNA kolona baglandi ve ultra saf su kullanilarak

kolondan indirildi.

3.2.6. DNA parcalarinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesimi

Agaroz jelden izole edilen fto bandi ve ticari olarak alinan pcDNA4/TO (Invitrogen,
ABD) vektorii Xho I ve Hind III endoniikleazlar1 (Fermentas, ABD) ile kesildiler. Kesimler

iireticinin tavsiye ettigi tampon ¢ozeltiler icerisinde 37°C’de gece boyu yapildi.

3.2.7. DNA Parcalarimin Etanol Coktiirmesi ile Temizlenmesi
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DNA parcalar1 restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra 1:10 oraninda 3M pH 5.5
sodyum asetat ve 1ml soguk 200 proof etanol eklenerek kuru buzda 20 dakika bekletildi.
Bekleme siiresi onunda tiipler 16000 xg ‘de +4°C’de 30 dakika santrifiij edildi ve {ist faz
pellete zarar verilmeden uzaklastirildi. Ardindan pellet tizerine %70 soguk etanol eklendi ve
ayni kosullarda 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz atildi1 ve etanol tamamen

ucuruldu. Coken DNA uygun hacimdeki ultra saf su igerisinde ¢oziildii.

3.2.8. DNA Parc¢alarinin (Insert) Vektor DNA’ya Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu vektor ve insert DNA’lar1 1:3 oraninda kullanilarak gerceklestirildi.
Ligasyon reaksiyonu karisimi Cizelge 3.3’te verilen sekilde hazirlanarak 16°C’de gece boyu
gerceklestirildi.

Cizelge 3.3. 1:3 oraninda kurulan ligasyon reaksiyonu karigimi

Eullanilan Eimyasallar ve Kullanilan Wktarlar
Ornekler
FTO gent 120 ng
Wektér (peDIALTO) 500 ng
10X T4 DA ligar tamponu 1pl
dH20 8 pul
Toplam 10 pl

3.2.9. Elektrokompetent Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Agar besiyerleri lizerinde tek koloni disiiriilerek iiretilen Escherichia coli (E. coli)
DH10B hiicreleri 3 ml’lik LB besiyerinde gece boyu 37°C’de 250 rpm’de ¢alkalanarak
inkiibe edildikten sonra 600 ml LB besiyerine ekildi. 600 ml’lik bu bakteri kiiltiirii 600 nm
dalga boyundaki OD’si (optik dansite) 0.5 olana kadar (ODsgo =0.5) 37 “C’de 250 rpm’de
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cogalmaya birakildi. Buz tizerine alinan hiicreler 10 dakika bekletildi ve +4°C’de 4000 xg‘de
10 dakika santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi 3 kez soguk %10’luk gliserol soliisyonu ile hacim
her seferinde bir onceki hacmin yarisina indirilerek yikanip santrifiij islemi tekrarlandi.
Ucgiincii yikamanin sonunda hiicre pelleti %10 gliserol soliisyonu ile ¢oziiliip 40 pl’lik

porsiyonlar halinde kuru buzda donduruldu. Dondurulan porsiyonlar -80 °C’de saklandi.

3.2.10. Elektrokompetent E. coli Hiicrelerine Transformasyon (Elektroporasyon)

Elektroporasyon, Elektroporatdr 2510 (Eppendorf, ABD) kullanilarak 10 pf ve 1700 V
akim verilerek gerceklestirildi. S1v1 azot igerisinde saklanan 40 pl E. coli DH10B hiicreleri
buz lizerinde eritilerek 2 pl ligasyon reaksiyonu ile karistirildi ve 6nceden sogutulmus 1 mm
capli elektroporasyon kiiveti (Eppendorf, ABD) igerisine konuldu. Karisima akim
uygulandiktan sonra tlizerine 500 pl zengin sivi besiyeri eklendi. Zengin besiyeri ve
hiicrelern oldugu karisim yeni bir tiipe alindi ve 37 °C’de 250 rpm’de calkalanarak 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler uygun antibiyotigi iceren LB agar besiyerine
ekildi ve 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Antibiyotikli besiyerine biiyiiyebilen bakteriler
aranan klonlar oldugundan gece boyu inkiibasyon sonrast gozlenen koloniler daha sonraki
caligmalarda kullanilmak tizere ¢ogaltilarak ve 850 pul zengin besiyeri ve 150 pl %60 gliserol

karisimi igerisinde -80°C’de saklandi.

3.2.11. Plazmit izolasyonu

Bakterilerden plazmit izolasyonu Qiagen Miniprep Kit ile iireticinin onerdigi sekilde
yapild1 (Qigen Spin Miniprep Kit 250, ABD). Izolasyon kisaca su sekildedir. LB agar
petrilerinde biiyiitiilen hiicreler toplandi ve temiz bir tiip icerisinde liziz tamponunda
parcalandi ve ortam notral pH’ya getirildikten sonra hiicre debrisleri santrifiij ile ¢oktiirtildii.
Plazmit DNA’sini1 igeren faz silika bir kolona yiiklendi ve santrifiij edilerek DNA ’nin kolona
baglanmas1 saglandi. Kolona baglanan saf plazmit DNA’s1 diisiik iyonik gii¢ kosullarinda
kolondan ayrildu.

3.2.12. E.coli Hiicresinden Endotoksin icermeyen Plazmit izolasyonu

Transfeksiyon islemi i¢in E. coli hiicrelerinden endotoksin icermeyen plazmit izolasyonu

Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, ABD) ile iireticinin tavsiyesine uygun olarak
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yapildi. Rekombinant plazmiti tasiyan hiicre antibiyotik iceren 100 ml LB besiyerinde
37°C‘de 250 rpm’de c¢alkalanarak gece boyu biiyiitiildii. Biiyliyen hiicreler, 6000 xg’de
+4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Coken hiicreler P1 (siispansiyon tamponu) tamponunda
¢oziildiikten sonra patlatma tamponu ile patlatilarak oda 1s1sinda bekletildi. Uzerine soguk
notralizasyon tamponu eklenerek karistirilan hiicreler QIAFilter Kartusa yiiklenerek oda
1s1sinda bekletildi. Siire sonunda kartustan gecirilen hiicre lizat1 temiz bir tiipte toplanda,
iizerine ER tamponu (isopropanol, polyrthylene glycol octylphenyl) eklenerek karistirildi ve
buz iizerinde bekletildi. Bu siire igerisinde QIAGEN-tip 500 kolonu QBT tamponu
(dengeleme tamponu) ile yikandi ve lizat kolona yliklenerek kolondan gegcirildi. Lizat
tamamen gectikten sonra kolon yikama tamponu tamponu ile 2 kere yikandi. Endotoksin
icermeyen DNA kolondan temiz tiip igerisine kolondan indirme tamponu ile indirildi. DNA
oda 1s1sindaki izopropanol ile karistirilarak 30 dakika 15000 xg’de +4°C’de santrifiij edildi.
Ust faz atild1. Coken DNA iizerine oda 1sisindaki endotoksin igermeyen %70 etanol eklendi
ve 10 dakika 15000 xg’de santrifiij edildi. Siv1 kisim atildi. DNA pelleti etanol tamamen
uzaklastirilarak uygun hacimdeki endotoksin icermeyen distile su igerisinde ¢oziildi. DNA

konsantrasyonu 6l¢iildii ve transfeksiyon ¢alismalarini yapmak tizere -20°C’de saklandi.

3.2.13. DNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

DNA’nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, ABD) cihazinda
ol¢iildii. izole edilen endotoksin icermeyen plazmit DNA’s1 distile suda ¢oziildiigii i¢in cihaz

distile su ile korlendi ve 260 nm dalga boyunda 2 ul DNA 6rnegi ile dl¢tim yapildi.

3.2.14. Dizileme ve Dizi Analizi

Klonlanan DNA’larn dizileri lontek firmas1 (lontek Inc., Tiirkiye) tarafindan yapildi.
Elde edilen islenmemis veriler Vector NTI (Invitrogen, ABD) programina atilarak analiz
edildi.
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3.3. Klonlamalar
3.3.1. Yabaml Tip Rekombinant Vektor Klonunun Eldesi

Yabanil tip fto genini ¢ogaltmak {iizere tasarlanan primerler kullanilarak PZR kuruldu.
PZR f{riinii etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz jelde yiitilerek UV 151k altinda
goriintiilendi. Dogru biiyiikliikte oldugu belirlenen PZR {iriinii % 0.8’lik etidyum bromiirsiiz
jelde yiiriitiilerek QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, ABD) ile jelden izole edildi. Jelden
izole edilen fto geninin pcDNA4/TO vektoriine ligasyonu yapildi. Gece boyu 16 ‘C’de
gergeklestirilen reaksiyon sonunda karistmm 2 upl’si sivi azot tankindan ¢ikarilan
elektrokompetent E. coli DH10B susuna transforme edildi. Transformasyon sonrasi hiicreler
500 pl zengin sivi besiyerinde 37 °C’de 250 rpm hizda calkalanarak 1 saat biiylimeye
birakildi. Siire sonunda besiyeri igerisindeki hiicreler 4000 Xg ‘de 10 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. Ust faz atildi ve hiicreler (100 pg/ul) ampisilin igeren LB agar
petrilerine ekildi. Agar petri lizerinde biiyliyen hiicrelerden tek koloni se¢imi yapildi ve bu
koloniler biiyiitiilerek plazmit DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitlerin aranan
klonlar oldugu Hind III ve Xho I kesimleri yapilarak belirlendi. Rekombinant pcDNA4/TO-
FTO vektoriinii iceren koloni ¢ogaltilarak % 25 gliserol iceren zengin besiyeri icerisinde

¢oziildii ve -80 °C’de saklamaya alindi.

3.3.2. Mutant Rekombinant Plazmit Klonunun Eldesi

pcDNA4/TO-FTO R316Q plazmiti pcDNA4/TO-FTO plazmitine QuickChange 1l Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, ABD) kullanilarak bélgeye yonlendirilmis
mutagenez yapilarak elde edilmistir. Deney iireticinin tavsiye ettigi sekilde yapilmigtir.
Deney kisaca su sekilde gerceklestirilmistir. Plazmit denatiire edilerek istenilen mutasyonu
tastyan primerler baglanir. Replikasyon sirasinda hata yapma olasilig1 Taq polimerazdan 18
kat daha diisiik olan Pfu DNA polimeraz kullanilarak uzama reaksiyonu gerceklestirildi.
Reaksiyon gergeklestirildikten sonra plazmitte metile edilmis halde bulunan eski DNA
iplik¢igi metile olmus (parental DNA) DNA’y1 kesen Dpn | enzimi kullanilarak kesildi.
Sentezlenen ve mutasyonu bulunduran yeni DNA iplik¢igi E.coli hiicrelerine transforme

edilmistir. Kitin vermis oldugu deneyin basit gorsel ¢izim 3.1°de verilmistir.
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Mutant Strand Synthesis
Perform thermal cycling to:
1) Denature DNA template
2) Anneal mutagenic primers

containing desired mutation
3) Extend primers with
PfuUltra DNA polymerase

'

-

4 Dpn | Digestion of Template
' 1 Digest parental methylated and
“ ’ hemimethylated DNA with Dpn |

L4
S

Transformation
Transform mutated molecule
info competent cells for nick repair

O-0-0-©

Cizim 3.1. Bolgeye yonlendirilmis mutagenez deneyinin basit gosterimi

3.4. Hiicre Kiiltiirii
3.4.1. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

3T3-L1 hiicreleri (ATCC Biological Resource Center, ABD) standart kiiltiir bilylime
sartlarinda kiiltiire edildi. Hiicreler DMEM Earle’s (Biochrome, ingiltere), %10 tetrasiklin
icermeyen FBS (GIBCO, Invitrogen, ABD), 0.1 pg/ul penisilin/streptomisin (Biochrome,
Ingiltere), 2.8 mM L-Glutamin (Biochrom, Ingiltere) karisimindan olusan besiyerinde
37°C’de %5 CO2 atmosfer nemde biiyiitiildii. Hiicrelerin besyerler her ii¢ glinde bir yenilendi

ve hiicre yogunlugu % 80’e vardiginda hiicreler subkiiltiire edildi.

3.4.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreleri dondurmak icin, %70 DMEM (igerisinde dondurulacak hiicrelerin
biiytitiildiigii), %20 FBS ve % 10 DMSO karisimi kullanildi. Dondurma islemi 6ncesi tim
taban yiizeyini kaplamis (%80- 90 confluent) hiicreler {izerindeki besiyeri ayr1 bir tiipte
topland1 ve hiicreler steril PBS ile yikandi. PBS uzaklastirilarak kiiltiir kabindaki hiicreler
tizerine ~1 ml %0.25 Tripsin/EDTA soliisyonu eklendi ve tiim hiicreler ile temas etmesi
saglandi. Tripsin enziminin daha iyi calismast i¢in kiiltliir kab1 37°C’deki inkiibatore
konuldu. Hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanindan ayrilip ayrilmadiklar1 birka¢ dakikalik

araliklarla mikroskop altinda gozlendi. Kiiltiir kabinin tabanindan ayrilan hiicreler steril PBS
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ile toplanarak 483 xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 iistte kalan
sollisyon uzaklastirildi ve hiicrelerin bulundugu c¢okelti dondurma besiyeri ile ¢ozildii.
(oziilen hiicreler inkiibasyonlar sirasinda hazirlanan ve isimlendirilen kriyotiipler icerisine
boliindii. Tipler -80°C’de kriyo-freezer saklama kabinda (Nalgene, ABD) bir gece asama

bekletilerek asama asama donmalar1 saglandiktan sonra sivi azot tankinda saklandi.

3.4.3. Hiicrelerin Coziilmesi

Kriyotiip sivi azot tankindan c¢ikarildiktan sonra dogrudan 37°C’deki su banyosuna
alinarak hiicrelerin ¢oziilmesi saglandi. Ardindan hiicreler damla damla ¢6zme besiyerine
eklendi ve 483 xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek DMSO uzaklastirildi. Cozme
besiyeri gradient halindeki 10 ml %20 FBS %80 DMEM ’den olusmaktadir. Santrifiij sonrasi
stvi faz uzaklastirildi ve hiicreler antibiyotik icermeyen besiyeri bulunan kiiltiir kabina
ekildi. Bir gece biiyiitiilen hiicrelerin besiyerleri daha sonra uygun antibiyotikleri i¢eren

besiyeri ile degistirildi. Hiicrelerin besiyerleri her ti¢ giinde bir yeni besiyeri ile degistirildi.

3.4.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre yogunlugu yaklasik %80’e vardiginda hiicreler bulunduklar1 kiiltiir kabindan
kaldirilarak daha biiylik ya da daha fazla sayida kiiltiir kabina ekildi. Bu islem kisaca su
sekilde gerceklestirildi. Hiicrelerin oldugu kiiltiir kabindaki besiyeri dokiildii ve steril PBS
(Biochorome, ABD) ile nazik¢e yikanarak %0.25 Tripsin/EDTA muamelesi ile kaldirildi.
PBS ile toplanan hiicreler santrifiij edildi ve sivi kisim tamamen uzaklastirildiktan sonra

hiicreler taze besiyerinde ¢oziilerek uygun kiiltiir kaplarina ekildi.

3.4.5. Lipofectamin 3000 ile Transient Ekspresyon Yapan Hiicrelerin Olusturulmasi

Hiicreler %70 yogunluga ulasinca transfeksiyon gerceklestirildi. Transfeksiyon islemi
icin kitin oOnerdigi sekilde 2 karisim hazirlandi (Cizelge 3.4). Olusturulan karisilar
birbirleriyle karigtirilarak oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Karigim hiicrelerin {izerine damla

damla damla eklenerek hafifce karistirildi. Etiive kaldirilan hiicreler 48 saat boyunca
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ekspresyonun saglanmasi icin inkiibe edildi. Transfeksiyonile olusturulan hiicre hatlar

sunlardir:
1- 3T3-L1 FTO-R316Q mutant1
2- 3T3-L1FTO-WT

3- 3T3-L1 pcDNA4/TO (gen tasimayan vektor, Kontrol)

Cizelge 3.4. Transfeksiyon i¢in hazirlanan karigimlar

Earisim-1 Earizim -2
1250 pl Optimern 25 pg DA
27,5 pl Lipe3000 1250 pl Optimerm

_ 100 pl P3000

3.5. Protein Analizleri
3.5.1. 3T3-L1 Hiicrelerinden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Okaryotik hiicrelerden protein oziitlerinin hazirlanmasi igin fiziksel ve kimyasal
parcalama ydntemleri birlikte kullanildi. Kimyasal pargalama i¢in DIGE Buffer (7M Ure,
2M Tiotire, 30mM Tris, SmM Magnezyum Asetat pH 9.0) kullanilirken fiziksel par¢alama
icin 0.2 mm ¢elik boncuklar (Stainless Beads Next Advance, ABD) ile Bullet Blender (Next
Advance, ABD) kullanildi.

Istenilen yogunluga ulasan hiicreler 2 kez yikama tamponu (250 mM siikroz, 10 mM
TRIS pH 7) ile yikand1 ve yikama tamponu varliginda hiicre kaziyici ile kaldirilarak 483
xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildi ve ¢oken hiicrelerin iizerine igne ucu
ile proteaz inhibitdr kokteyli (Roche, Almanya) ve 1:3 oraninda M-PER ya da 2DE-
Rehisrasyon tamponu eklendi. Karisim vortex ile homojen hale getirilerek safe-lock tiipe
(Eppendorf, ABD) alind1 ve iizerine 0.2 mm ¢elik boncuklar konuldu. Tiipler Bullet Blender
cihazinda hiz kademesi 9 olacak sekilde 3 dakikalik araliklarla 6 dakika boyunca +4°C’de
parcalandi. Pargalanan hiicreler 10000 xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek celik
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boncuklar ¢oktiiriildii. S1v1 faz yeni bir tiipe alin1 ve 30000 xg’de +4 °C’de 40 dakika santrifiij
edilerek hiicre debrisinin tamamen ¢okmesi saglandi. Siire sonunda sivi faz cokeltiye
dokunulmadan yeni bir tiipe alindi. Protein &ziitleri sivi azotta dondurularak -80 °C’de

saklandi.

3.5.2. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein miktarlarmi 6lgmek icin Bradford Assay (Bradford, 1976) kullanildi. Olgiilecek
protein Oziitlinden 1 pl alinarak 19 pl standart tamponu ile karistirildi. Karisim {izerine 1ml
1X Bradford Reagent (Bio-Rad, ABD) eklenerek vortexlendi ve karanlikta 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 6rnekler Nanodrop (Thermo Scientific,
ABD) ile 595 nm’de 6l¢iildii. Orneklerin 6lciilen protein konsantrasyonlar1 daha énce 595

nm’ye gore hazirlanmig BSA standart egrisi ile karsilastirilarak hesaplandi.

3.5.3. SDS-PAGE Protein Jel Elektroforezi

Proteinleri molekiiler agirliklarina gére ayirmak igin kesintili SDS-PAGE protein jeli
kullanildi. Yiikleme ve ayirma jeli olmak tizere iki kisimdan olusan bu jel sistemi Cizelge
3.5’te verilen bilesenler kullanilarak hazirlandi. Cizelge 3.5’te verilenden farkli jel yiizdesi
kullanilacak ise bu konsantrasyonlarin hesaplanmast icin

http://www.changbioscience.com/calculator/sdspc.htm web adresinden faydalanildi.
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Cizelge 3.5. SDS-PAGE igerigi

EKullanilan Kimyasallar

Avirma Jeli (% 12, ml)

Yiikleme Jeli (% 4, ml)

ddHaO 33 3
1.5MTns HCl pH 8.8 2.5 -
05 Tris HCl pH 6.8 - 1.25

37.5:1 Alnlamit/Bis 4 0.&7

% 10 5D3S 0.1 0.05

% 10 APS 0.1 0.05

TEMED 0.005 0.005
Toplam Hacim 10 5

Ayirma jeli hazirlandiktan sonra hazirlanan cam plakalar arasina dokiildii ve ilizerine
nazikge izopropanol konularak jelin havayla temasi engellendi. Bu sekilde polimerizasyon
hizlandirildi ve ayn1 zamanda piiriiriizsiiz bir yilizey elde edildi. Jel polimerize olduktan
sonra izopropanol dokiildii ve jelin yiizeyi saf su ile yikandi. Jel iizerinde cam plakalar
arasinda kalan su kurutma kagidi yardimiyla tamamen uzaklastirildi. Yikleme jeli
hazirlanarak polimerize olmus ayirma jelinin iizerine konuldu ve cam plakalara uygun 1 mm
genisligindeki tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli de polimerize olduktan sonra iginde jel
bulunan cam plakalar elektrotlarin oldugu tetracellere oturtuldu ve tetraceller icerisinde 1X
SDS-PGE yiiriitme tamponu olan tanklara yerlestirildi. Yiiklenmek istenen protein
Oziitlerinin tizerlerine 5’er pl 6X yiikleme boyasi eklenerek 95°C’deki su banyosunda 4

dakika bekletilerek denatiirasyon saglandi. Bekleme siiresi sonunda drnekler buza alindi ve
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kisa bir santrifiij sonrast mikropipet yardimiyla inkiibasyon sirasinda temizlenen
kuyucuklara ytiklendi. Jel, 180 V gerilim verilerek 60 dakika boyunca yiiriitiildi. Yiiriimesi
biten jel cam plakalar arasindan ¢ikarilarak yapilacak ¢aligmaya gore ya % 40 metanol % 10

asetik asit fiksasyonu ardindan boyand1 ya da western islemi i¢in kullanildi.

3.5.4. Western Blotlama

Protein Ornekleri SDS-PAGE ile molekiiler agirliklarina gore ayrildi ve nitroseliiloz
membrana transfer edilerek hedef protene 6zgii antikorlarla analiz edildi. Western transferi
i¢in yar1 kuru sistem olan Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, ABD) cihazi
kullanildi. SDS-PAGE jeli cam plakalar arasindan transfer tamponun igerisine alinarak
yaklasik 10 dakika bekletildi. Bekleme esnasinda nitroseliloz membran ve Whatman
kagitlar1 da transfer tamponunda 1slatildi. Siire sonunda transfer cihazinin demir levhalar
arasina alttan liste dogru sirasiyla 2 kat Whatman kagidi, nitroseliiloz membran, jel, 2 kat
whatman kagidi olmak tizere () ve (+) kutuplara dikkat edilerek katmanlar halinde
yerlestirildi. Katlar arasinda hava kabarcig1 olmamasina dikkat edilerek 25 V sabit gerilimde
30 dakika boyunca transfer edildi. Transferin ardindan membran proteinleri boyayan
Ponceau S boyasi ile boyanarak western transferinin kalitesi kontrol edildi. Protein bantlari
gozlendikten sonra boya saf su ile yikanarak uzaklastirildi ve %5 bloklama tamponu ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bloklama tamponu uzaklastirilarak
sirastyla 15, 5, 5 dakika olmak iizere 3 kez TBS-T ile yikandi. Ureticinin tavsiye ettigi
diliisyonda birincil (Cizelge 3.6) antikor TBS-T igerisinde hazirlandi ve membran bu tampon
icerisinde +4°C’de gece boyu nazikgce ¢alkalanarak inkiibe edildi. Ertesi giin 6nceki yikama
islemi tekrarland1 ve iireticinin tavsiye ettigi ikincil antikor TBS-T igerisinde seyreltildi ve
membran bu tampon icerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
yikama islemi tekrarlanarak baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Goriintiilemede yiiksek
duyarlilikta sinyal iiretebilen kemiliiminesans (Biorad, ABD) kullanildi. Kemiliiminesans
goriintiileme i¢in Immun-Star HRP Peroxide ¢ozeltisi ve Immun-Star HRP
Luminol/Enhancer ¢ozeltisi 1:1 oraninda karistirilarak membran yiizeyine konuldu ve
yiizeyin tamaminin ¢dzelti karisimi ile temas etmesi saglandi. Membran stre¢ film arasina
alinarak fazla sivi pegete yardimi ile uzaklastirildi. Goriintiileme i¢in hazirlanan membran
Hypercasette (Amersham, Biosciences) igerisine sabitlendi. Karanlik odada membran

iizerinde olusan 15181 algilayabilecek hiper duyarli bir X-Ray filmi yerlestirildi. Sinyalin
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filmi yakmas1 i¢in 10 dakika beklendi. Bekleme siiresi sonunda film membran iizerinden
alarak HyperFilm developer soliisyonunda 1 dakika yikanarak olusan bantlar izlendi.
Ardindan saf su ile yikand1 ve HyperFilm fiksasyon soliisyonunda 1 dakika bekletilerek

goriintii sabitlendi. Fiksasyon sonrasi film saf su ile yikanarak gozlenen bantlar analiz edildi.

Cizelge 3.6. Western Blot analizinde kullanilan birincil ve ikincil antikorlarin listesi

1° Antikor 2° Antikor

p-fktin Mouse, (santa Cruz, ABD)
Foat Anti-MMouse HEP Conjugate,
(Bicrad, ABIN

FTO (Fatse), Mouse (Santa Cruz
Biotechnology, AR

3.6. Kullanilan Proteomiks Yontemler
3.6.1. DIGE (Difference Gel Electrophoresis) ve 2DE- Jel Elektroforezi

Okaryotik hiicreler toplanip protein &ziitleri hazirlandiktan sonra konsantrasyonlart
olgiilerek 2DE jel elektroforezi ile ayrima tabi tutuldu. DIGE deneyi igin protein érnekleri
DIGE Labelling Kit (Amersham, ABD) kullanilarak Cy2, Cy3 ve Cy5 floresan boyalari ile
ayr1 ayr isaretlendi. Deney, iireticinin tavsiye ettigi sekilde gerceklestirildi. Ozetle,
orneklerin pH’s1 isaretleme reaksiyonunun gerceklesmesi icin 8.0-8.5 araliginda olacak
sekilde pH stripleriyle ayarlandi. Cy boyasi ¢aligma soliisyonu hazirlanarak 50 pg ornekle
karistirilarak karanlikta, buz iizerinde 30 dk bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan 10mM
lizin eklenerek reaksiyon durduruldu. Isaretli rneklerden bir protein havuzu olusturuldu ve
DIGE buffer kullanilarak hacimleri 200 pl olacak sekilde ayarlandi. Bu protein havuzuna %
1 TBP ve striplerin pH araligmma uygun %1 amfolit (Biorad, ABD) eklenerek karigim
vortexlendi. Isaretli olan ve isaretli olmayan rneklerin birinci boyuttaki ayrimlari 11 cm’lik

pH 3-10 IPG stripler (pH 3-10 ReadyStrip Biorad, ABD) kullanilarak yapildi. Isaretli
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olmayan her bir 6rnekten 1000 pg alinarak 2DE-Rehidrasyon tamponu ile toplam hacim 200
ul olacak sekilde karistirildi. Bu karigima son konsantrasyonlar1 % 1 TBP ve striplerin pH
araligina uygun %1 amfolit (Biorad, ABD) eklenerek vortexlendi. Birinci boyutta ayrima
hazir hale getirilen O6rnekler rehidrasyon traylerindeki kuyucuklara yayilarak iizerlerine
stripler yerlestirildi. Tray PROTEAN IEF (Biorad, ABD) cihazina yerlestirilerek 20°C 1sida
1 saat bekletildi. Ardindan kuyucuklardaki striplerin iizerine kurumay1 6nlemek amaciya 2-
3 ml mineral yag (Biorad, ABD) eklendi ve gece boyu inkiibasyona birakilarak striplerin
ornekleri tamamen ¢ekerek sismesi saglandi. Rehidrasyonun ardindan stripler iizerlerinde
kalan mineral yag miimkiin oldugunca uzaklastirilarak fokuslama trayine alindi. Striplerin
iistli mineral yag ile kapatilarak tray tekrar IEF cihazina yerlestirilerek 20°C’de odaklamaya
tabi tutuldu. Odaklama igin, 250 V’de 20 dakika, 8000 V’de 2 saat 30 dakika ve ardindan
32000 Vhr programi kullanildi. Odaklama sonrasinda 2DE yikama tamponu I (6M iire, 0.375
M Tris.HCI pH 8.8, %2 SDS, %20 gliserol, %2.5 (w/v) DTT) ve yikama tamponu II (6 M
iire, 0.375 M Tris.HCI pH 8.8, % 2 SDS, %20 gliserol, %2 iodoasetamid) kullanilarak 20’ser
dakika calkalanarak yikandi. Izoelektrik noktasma gore birinci boyutta ayrimlari
tamamlanan orneklerin ikinci boyuttaki ayrimlar1 %12 Bis-Tris precast jel (Biorad, ABD)
kullanilarak yapildi. Elektroforez sonrasinda jeller en az bir gece fikse edilerek Colloidal
Coomassie Blue G250 ile ¢alkalanarak boyandi. Jeller VersaDoc MP4000 (Bio-Rad, ABD)
cihaz1 ile goriintillendi. DIGE jellerinin goriintiileri kullanilan floresan boyalara uygun
filtrelerle alindi. Goriintiilenen jellerin analizi PDQuest Advanced programi kullanilarak
yapildi. Istatiksel olarak anlamli bulunan spotlarin kesimi otomatize robotik bir sistemle
EXQuest Spot Cutter (Bio-Rad, ABD) cihazinda gerceklestirildi. Kesim sirasinda otomatize

sistem her protein spotlarini 96 kuyucuklu tabaklarlara yerlestirdi.

3.6.2. Jel icindeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi (In-Gel Digestion)

Spot-cutter cihazinda 96 kuyucuklu tabaklardan alinan protein spotlar1 0.6 ml’lik tiiplere
alind1 ve In-gel Tryptic Digestion Kit (Thermo Scientfic, ABD) kullanilarak iireticinin
tavsiye ettigi sekilde gerceklestirildi. Kesim islemi kisaca su sekilde gerceklestirildi. Protein
spotlar1 150 pl %40 asetonitril ve %60 amonyum bikarbonat (50mM ph 8.0) ¢ozeltisi
(yikama tamponu) ile 15 dakikalik periyotlarla renksiz hale gelene kadar yikandi. Boya
uzaklastirildiktan sonra spotlar iizerine S0mM’lik TCEP ¢ozeltisi eklendi ve 60°C’de 10
dakika inkiibe edilerek disiilfit baglarinin kirilmasi saglandi. Ardindan c¢ozelti pipet

27



yardimiyla ¢ekilerek atildi ve baglarin tekrar kurulmamasi i¢in oda sicakliginda, karanlikta
1 saat alkilleme reaksiyonu gergeklestirildi. Alkilleme reaksiyonu i¢in 10mM’lik TAA
kullanildi. Bu islemin ardindan spotlar yikama tamponu ile 15 dakika yikandi. Ardindan
yikama tamponu uzaklastirildi ve spotlarin iizerine asetonitril eklenerek 15 dakika boyunca
dehidrasyon saglandi. Dehidrasyonun sonunda asetonitril pipet yardimiyla uzaklastirildi ve
spotlar {izerine 10ng/ ul Tripsin soliisyonu eklenerek 37°C’de geceboyu kesim yapildi.
Kesim igleminin ardindan iist stvilar temiz tliplere aktarildi. Tiiplerde kalan spotlarin {izerine
%10’luk TFA c¢ozeltisi eklenerek tiipteki sivinin tamami kesim reaksiyonunun alindigi
tiiplerle birlestirildi. Peptit pargalarinin bulundugu kesim reaksiyonu speed-vakum cihazi ile
yaklagik 45 dakika 60°C’de 2500 xg hizda ¢evrilerek kurutuldu. Cokelti %1°lik 10 ul TFA
sollisyonu ile ¢oziildli ve peptit parcalar iireticinin tavsiye ettigi sekilde ziptip kolonuna
baglandi. Temizlenen peptitler % 1’lik sinaminik asit (%50 TFA soliisyonu, %50
Asetonitril) ile kolondan allinarak MALDI Plate’e spotlandi.

3.6.3. Analizlerde Kullanilan Programlar

fto geni istenilen vektore rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak klonlandiktan sonra
dizilendi. Dizilenen genin analizi ve gene 6zgii primerlerin tasarimi Vector NTI programi
kullanilarak yapildi. Western Blot analiz sonuglar1 ImageJ (Image Processing and Analysis
in Java, ABD) programi ile analiz edildi. 2DE jellerin analizinde PD Quest Advanced
programi (Bio-Rad, ABD) kullanildi. Proteinlerin kesimi ile elde edilen peptit parcalari
MALDI-TOF/TOF (AB Sciex TOF/TOF 5800, ABD) cihazi ile okundu. MALDI-TOF/TOF

cihazindan alinan okumalar SwissProt veritabankasina kars1 arandi (http://web.expasy.org/).
Belirlenen proteinler Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems,

www.ingenuity.com) ve Mascot programi (Www.matrixsciencce.com) kullanilarak farkli

hiicresel yolaklarla iliskilendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Yabanil Tip fto Geninin Eldesi, Goriintiilenmesi ve Dizi Analizi

Ticari olarak satilan RNA izolasyon kiti (Qiagen,ABD) ile saglikli bir bireyin
I6kositlerinden total RNA izolasyonu yapildi. Izolasyondan hemen sonra RNA’lar oligodT
ve random hegzamer primer karigimi kullanilarak cDNA’ya (Fermentas, ABD) cevrildi.
cDNA’lar kalip olarak kullanildi ve fto genine 6zgii tasarlanan primerler kullanilarak tam
boy fto geni PZR ile ¢ogaltildi. Elde edilen fto gen iiriinii agaroz jelde goriintiilendi (Cizim
4.1) . Saglikli bireye ait PZR iiriinii PCR Product Purification Kit (Roche, ABD) ile

temizlenerek dizi analizi i¢in firmaya (lontek Inc, Tiirkiye) gonderildi.

6000 bp
3000 bp

1500 bp
1000 b

Cizim 4.1. PZR ile ¢ogaltilan fto geninin agaroz jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen jel

goruntisu

Dizilenen yabanil tip fto niikleotit dizisi in siliko olarak protein dizisine gevrildi, ¢oklu
dizi analizi programi kullanilarak orijinal fto gen dizisi ile karsilastirilarak istegimiz diginda

bir degisim olmadig1 gosterildi.
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4.2. Yabanil Tip fto PZR Uriiniiniin Vektére Klonlanmasi

Overekspresyonun saglanabilmesi igin yabani tip fto geni pcDNA4/TO vektoriine
klonlandi. Klonlama sonrasi elde edilen transformantlar Cizim 4.2°te gOsterilmistir.
Klonlama i¢in PZR’de kullanilan primerler HindIIl ve BamHI kesim bdlgelerini
bulundurmaktaydi. Yabanil ve mutant fto genini iceren pcDNA4/TO vektorleri restriksiyon

enzimleriyle kesilerek agaroz jelde yiiriitiildii ve transformantlar dogrulandi (Cizim 4.3).

Cizim 4.2. Klonlama sonrasi elde edilen transformantlarin 24 saat agar plate iizerinde

biiyiitiilmesi ile elde edilen koloniler

6000 bp o
— pcDNA4/TO vektérii pcDNA4/TO vektdri

3000 bp

1500 bp FTO-R316Q HO-WI

1000 bp

Cizim 4.3. Restriksiyon enzim kesimi sonrasi insert ve vektorii goriintiilleme amaclh

yiiriitiilen agaroz jel goriintiileri.
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4.3. Mutant fto Geninin Eldesi

Fto geni, saglikli bireylerden alinan kandan sirasiyla total RNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve PZR kullanilarak elde edildi. fto geninde mutasyon tasiyan 6rnek ise olusturulan
PCDNA4/TO-FTO WT rekombinant vektoriinde yonlii mutagenez yapilarak olusturuldu.
Mutant FTO proteini, proteinin katalitik bolgesinde [947 (G>A)] transisyonu ile elde
edilmistir. Bu degisim proteinde 316. pozisyonda pozitif yiiklii arjinin amino asidi (R) yerine
polar glutamin amino asidinin (Q) baglanmasina sebep olmustur. Bu mutasyonun FTO
proteininde fonksiyon kaybina neden oldugu yapilan literatiir arastirmasinda goriilmiistiir.

Yabani tip fto genine ait diziler ve sonuglarin analizine ait detaylar asagida verilmistir

(Cizim 4.4).
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Cizim 4.4. fto genine ait Vector NTI programi ile align edilerek elde edilen dizileme

sonuglar1
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4.4. Yabanil ve Mutant (R316Q) FTO Proteinini Eksprese Eden Hiicrelerin

Olusturulmasi

Transfeksiyon ile pcDNA4/TO (insert icermeyen bos vektor, kontrol) , pcDNA4/TO-
FTO WT ve pcDNA4/TO-FTO R316Q rekombinant vektor yapilarini igeren ti¢ farkli 3T3-
L1 hiicre olusturuldu (Cizim 4.5). Konstitiitif ekspresyon saglayan CMV promotor altina
klonlanan fto geni 48 saat eksprese edildi. Insert icermeyen vektoriin transfekte edildigi
hiicreler de esit kosullarda tutulmus, proteom ¢alismalarinda kontrol olarak kullanilmig ve
protein profillerindeki karsilastirmalar bu hiicre hattindan elde edilen protein oziitii ile

yapilmustir.

Cizim 4.5. Rekombinant vektorlerle olusturulan hiicrelerin petri tabaklarindaki ve 151k

mikroskopundaki goriintiileri

4.5. Mutant ve Yabanil Tip FTO Ekspresyonunun Gosterilmesi

Transfeksiyon sonrasi petri kaplarindan toplanip lizize ugratilarak protein oziitleri
hazirlanan 6rneklerin protein konsantrasyonlart 6l¢iilmiistiir. Protein konsantrasyonlari

Cizim 4.6 de verilen BSA (Bovine Serum Albumin) ile olusturulmus standart egriye gore
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hesaplandi. Cizelge 4.1°de 6rneklerin hesaplanan protein konsantrasyonlar1 verilmistir.
Protein konsantrasyonlar1 verilen 6rneklerin her birinden 15 pg protein alinarak %12’lik
SDS-PAGE yapilarak protein konsantrasyonlariin dogru 6l¢iildiigii jel tizerinde
dogrulandi (Cizim 4.7).

Konsantrasyonlar1 dogrulanan 6rneklerle FTO ekspresyonu Western Blotlamada anti-
FTO antikoru kullanilarak gosterildi. Ayni anda B-Aktin (Beta Aktin) antikoru da internal
kontrol olarak kullanildi (Cizim 4.8.A). Western Blotlamayla elde edilen FTO bantlarinin

yogunluk degerleri Cizim 4.8.B’de verilmistir.

4.5.1. 3T3-L1 Hiicrelerinde Endojen FTO Ekspresyonu

FTO pozitif oldugu bilinen bir protein 6rnegi, transfekte edilmemis 3T3-L1 hiicrelerinden
elde edilen protein 6rnegi ile beraber %12 SDS-PAGE jelinde yiiriitiilmiistiir. Molekiiler
biiyiiklerine gore ayrinlan proteinler nitroseliiloz membrana aktarilarak anti-FTO antikoru
ille Western Blotlamaya tabi tutulmustur. Belirtilen zaman araliklarinda (5dk, 10 dk, 20 dk,
40 dk) goriintii alinarak endojen FTO ekspresyonu gosterilmis ve anti-Beta Aktin antkoru

internal kontrol olarak kullanilmistir (Cizim 4.9).

= Protein - Bradford Std. Curve 52
Elle Show ContextHalp
Absorbance User | Default
ugiml |AveAbs | Abs 1 | Abs.2 | Abs.3 | Abs. 4 | Abs5 09032016 0857
Reference | 0 000 | 000z | 0001 | 00w
Stondard 1 | 300 | 0010 | 0010 | 0011 | 0010 R R LR
StenderdZ | 600 | 0025 | 0025 | 0027 | 0026
Stenderd3 | 900 | 0040 | 0040 | 0040 | 0042
Stenderd4 | 1200 | 0050 | 0051 | 0050 | 0050 -
Standard5 | 1500 | 002 | 0062 | 0062 | 0062
Stenderds | 1800 | 0072 | 0071 | 0072 | 0074
Standerd 7 | 2100 | 0077 | 0076 | 0,076 | 0077
Resquared | 09960 Stenderd Curve Type | 2nd Orcler Patynomial [+
008 T—
007
1] o |
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2 0l
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Cizim 4.6. BSA ile olusturulmus standart egri. Transfekte edilmis hiicrelerden 48 saat
ekspresyon sonrasit elde edilen lizatlarin protein konsantrasyonu bu egri iizerinden

hesaplanmustir.

33



Cizelge 4.1. Hazirlanan protein oziitlerinin protein konsantrasyonlari

Ornek Adi Protein Konsantrasyonu {pg/ply
3T3-L1-pcDMA4TO 5.98
IT3-L1-pcDMA4TO-FTO WT 5.68
3T3-L1-pcDMNA4TO-FTO R3160) 5.99

Cizim 4.7. Protein konsantrasyon 0l¢limlerinin dogrulugunu verifiye edildigi SDS-PAGE
jeli. Her bir kuyucuga 15 pg protein yliklenmistir.
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Cizim 4.8 (A). anti-FTO ve anti-p-aktin antikorlar1 kullanilarak yapilan Western Blotlama
sonucu elde edilen film goriintiisii (B). FTO bantlarinin yogunluk degerlerini gosteren kolon

grafigi

Cizim 4.9. Transfekte edilmemis 3T3-L1 hiicrelerinden elde edilen lizatlarla anti-FTO ve
anti-p-aktin antikorlarina kars1 yapilan WB goriintiisii. 5, 10, 20 ve 40 dakika
goriintiilenen membran endojen FTO ekspresyonunu gostermektedir (#1 3T3-L1 protein
0ziitli #2 FTO+ kontrol protein oziitii, #3 3T3-L1 protein oziiti, #4,...)
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4.6. Yabanil ve Mutant FTO Proteinini Eksprese Eden Hiicrelerin Proteom Analizi

Mutant ve yabanil tip FTO formalarinin hiicre tizerindeki etkilerin molekiiler seviyede

gozlemlenebilmesi i¢in Proteomiks ¢alismalar1 yapildi.

4.6.1. Yabanil ve Mutant FTO Proteinlerini Eksprese Eden Hiicrelerin Proteom

Profillerinin 2DE-DIGE Metodu Kullamlarak Karsilastirmah Analizleri

Calismanin bu kisminda yabanil tip ve mutant FTO ekspresyonlar1 yapan 3T3-L1
hiicrelerinin protein profilleri DIGE (Difference Gel Electrophoresis) teknigi kullanilarak
karsilastirildi. DIGE teknigi 2DE temelli bir tekniktir ve bu teknikte proteinler {i¢ farkli
renkte floresan boya (Cy2, Cy3, Cy5) ile isaretlenip 2DE jel iizerinde ayr1 tabi tutulur. Bu
teknigin klasik 2DE teknigine olan avantaji, farkli floresan boyalarla isaretlenen proteinlerin
tek bir havuzda toplandiktan sonra ayriminin tek bir strip ve jel lizerinde yapilmasidir.
Boylelikle klasik 2DE jel elektroforezinde goriilen jeller aras1 varyasyon engellenmis olur
ve alinan sonuglar ¢ok daha giivenilirdir. Tasarlanan deneyde hangi protein 6rneginin hangi
floresan boya ile isaretlendigi Cizelge 4.2°de verilmistir. Iki tekrarl olarak tasarlanan deneye

ait detaylar su sekildedir:

Her bir protein dziitiinden 50 pg protein alinarak pH’s1 8.0 olacak sekilde ayarlanmig ve ayri
ayr1 Cy2, Cy3 ve Cy5 floresan boyalari ile isaretlenerek birlestirilmistir. Isaretli protein
karisimi 2DE jel elektroforezine tabi tutularak yiiriitme sonrasi floresan boyalara uygun
farkl filtrelerle goriintiilenmistir (Cizim 4.10). Daha sonra farkl filtrelerle alinan goriintiiler

iist liste konularak protein profillerindeki farkliliklar analiz edilmistir (Cizim 4.11).

Cizelge 4.2. DIGE deneyine ait deney tasarimi

Floresan Bovamn Cesdi Protein Ornedt
Cy2 FTO-R3160
Cy3 FTO-WT
Cy5 Cen ipermeven vektdr (KONTEREOL)
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pH ;3 ———————— | () pH 3 ———————EEE | () pH 3—«10

Cy2-FTO R316Q

Cy2-FIO R316Q

Cizim 4.10. DIGE jellerinin Cy2, Cy3 ve CyS5 filtreleriyle alinan goriintiileri. VersaDoc goriintiileme sistemi ile 100 saniye goriintiilenmistir.
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Cizim 4.11. Cy boyalarina uygun filtrelerle alinmig 2D jel goriintiilerinin ¢akigtirilmasiyla
elde edilen DIGE jeli goriintiisii

4.6.2. Geleneksel 2DE-PAGE Metodu ile Regiile Olan Spotlarin Belirlenmesi ve

Kesilmesi

Yapilan DIGE deneyinde FTO WT i¢in 50 pg, FTO R316Q ic¢in 50 pug ve kontrol
pcDNA4/TO igin 50 pg olmak iizere toplam 150 pg protein kullanilmistir. Fakat DIGE
deneyinin dogasina uygun olarak bu protein miktari, protein tanimlanmasi i¢in yeterli
degildir. Bu nedenle DIGE deneyiyle paralel olarak; elde edilen 3 protein 6ziitiinden esit
miktarlarda alinarak yiiksek miktarda protein iceren (250 pg) bir karistm hazirlanmis ve
2DE jel elektroforezine tabi tutulmustur. Preparatif jelleri olusturan bu deney iki tekrarl
olarak ¢alisilmistir. Elde edilen goriintiiler PDQuest Advance yazilimi ile analiz edilmistir.
Jeller iizerinde yaklasik 300 adet protein spotu belirlenmistir. Kontrol 6rnegini olusturan
pcDNA4/TO vektorii haricinde yabani tip ve R316Q degisimini bulunduran mutant FTO
ekspresyonunun 3T3-L1 hiicrelerinde anlamli olarak 11 proteinin ekspresyonunu
degistirdigi ongoriilmiistiir. Diizenlendigi diisiintilen bu 11 protein spotunun DIGE jelleri
tizerinde 3 boyutlu goriintiileri ¢ikarilmis ve (Cizim 4.12) preparatif jellerden otomatize spot
kesim cihazi (Exquest Spot Cutter, BioRad, ABD) ile kesilmistir. Kesilen spotlarin jel

iizerindeki yerleri Cizim 4.13’de verilmistir.

38



FTO-R316Q FTO-R316Q KONTROL

SSP 1005 SSP 7301

SSP 1602

-

SSP1003 SSP 2502 SSP 7302

SSP 4602
SSP 3603
SSP 3602

SSP1004 SSP 7203

Cizim 4.12. Regiile oldugu belirlenen spotlarin 3D goriintiileri.

39



250 kDa

150 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25kDa

20 kDa

15 kDa

Cizim 4.13. Kesilen spotlarin jel iizerindeki yerleri SSP numaralariyla beraber verilmistir.
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4.6.3. Kesilen Protein Spotlarinin MALDI-TOF/TOF ve IPA Analizleri

Kesilen spotlara jel i¢i tripsin kesimi yapilarak elde edilen peptit karigtmlart MALDI-
TOF/TOF analizine tabi tutulmustur. Swiss Prot veri bankasina karsi yapilan aramayla
tanimlanan bu proteinler Cizelge 4.3’te SSP numaralari, erisim numaralar, kiitleleri,
skorlari, izolelektrik noktalari, “expect” degerleri, iyon skolari/”coverage” yiizdeleri ve
eslesen peptit dizileri ayrintilarla verilmistir. Tanimlanan proteinlerden 1005 ve 1602 SSP
numarali proteinler keratin olarak tanimlanmistir. Keratin proteinlerinin “expect” degerleri
sirastyla 0,059 ve 4,2E-005 olarak verilmistir. Diisiik “expect” degerleri tanimlanan
proteinler yiiksek dogrulukla tanimlandigin1 géstermektedir. Sekans “coverage” lar1 diisiik
olmasina ragmen iyon skorlart oldukc¢a yiiksektir. “Sekans coverage”, in siliko olarak data
bankasindaki peptitlerle eslesen peptit dizilerinin data bankasindaki yiizdelerini ifade
etmektedir. SSP numaras1 2502 olarak verilen protein diisiik “expect” degeri ile vimentin
olarak tanimlanmistir. Yiiksek coverage ve yiiksek iyon skoru ile tanimlanan bu protein
altinda desmin proteini de hit vermistir. Vimentin i¢in 5 ve desmin igin 2 peptit dizisi
databankasindaki peptit dizileriyle eslesmistir. SSP numarast 1003 olarak verilen
parathymosin hari¢ geri kalan proteinlerin diisiik “expect” degerleri baz alinarak yiiksek
dogrulukla tanimlandiklar1 sOylenebilir. %17 ila %42 arasinda degisen sekans
“coverage’’lar1 da deneysel verinin databankasindaki teorik veri ile yiiksek oranda eslestigini
verifiye etmektedir. Parathymosin ise diisiik “coverage” vermesine ragmen iyon skoru ile

tanimlanmustir.

Proteinlerin jellerdeki spot yogunlugu PDQuest yazilimi (BioRad, ABD) kullanilarak
kontrole oranlanmis ve yogunluklarinda kac¢ katlik bir de8isim oldugu hesaplanmistir
(Cizelge 4.4). Regiile olan proteinler arasindaki iliskiyi ortaya c¢ikarabilmek igin IPA
analizleri yapildi. IPA analizi sonuglari bulunan proteinlerin tek bir yolakla iliskili oldugunu

gostermistir (Cizim 4.13).
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Cizelge 4.3. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinler
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POGIT (Bmiy)

Cizim 4.14. IPA analizi sonucu diizenlendigi belirlenen yolaklar. (Kirmizi: ekspresyonu azalmis, yesil ekspresyonu artmis) (A) R316Q mutant

FTO proteini (B) Yabanil tip FTO proteini
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Cizelge 4.4. Mutant ve yabanil FTO’nun overeksprese edildigi 6rneklerde diizenlendigi belirlenen proteinlerin kontrol 6rnegine olan oranlari

Tammlanan Proteinler FTO-R3160Q/KONTROL FTO-WT/KDONTROL

VIME MOUZE 3,75 5,07
THIC _MOUZSE O, 865 0,675

FTME MOUSE 0,255 076
FTO_MOUZE 3,8 3,73

HHNEPE_MOUZE 3,775 26
PGE1_MOUIE oN L} 051

AMEP MOUZE 1,545 076

Kicda MOUZE 0,87 0,885
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5. TARTISMA

Santral dogma olay1 ile DNA’daki genetik bilgi RNA araciligiyla proteine aktarilir. Bu
aktarrm DNA ve histon proteinleri ilizerinde meydana gelen reversible epigenetik
modifikasyonlar tarafindan diizenlenmektedir. Bu modifikasyonlardan biri olan
metilasyonun, biyolojik siire¢ler siiresince bir genin proteine doniisecegi ya da susturulacagi
kararinin verilmesinde yani gen ekspresyonunun dozajinin ayarlanmasinda 6énemli rol aldigi
artik bilinmektedir. Biyolojik sistemlerde RNA nin genetik bilgiyi sadece proteine ¢evirmek
olmadigi, DNA ve histon modifikasyonlarinda oldugu gibi mRNA modifikasyonlarinin da
‘tuning’ yaptigi ileri siriilmiistir (He, 2010). Bu modifikasyonlarin en yaygini olan
mRNA’larda adenin bazinin 6. pozisyondaki C atomuna baglanan metil grubu
(N®metiladenozin), transkriptin proteine cevrilip ¢evrilmeyecegi ya da ne zaman veya ne
kadar gevrilecegi kararinin verilmesinde anahtar rol oynamaktadir. Bu karar m°A iizerindeki
kodun “reader” proteinler tarafindan baglanarak okunmas ile verilmektedir. Overeksprese
ettigimiz FTO proteinin bu tablo icerisinde m®A modifikasyonunu yapan proteinlerden biri
olarak rol aldig1 bilinmektedir (Fu ve dig., 2013). Bu ¢alismada FTO proteininin m°A
iizerinde yaptig1 oksidatif demetilasyonun protein profiline etkisi 3T3-L1 hiicrelerinde
soluble proteom calisilarak arastirildi. FTO overekspresyonu sonrasinda ekspresyon
seviyeleri degisen 8 protein saptandi. Bu proteinlerden biri FTO proteinin kendisi olup,
overeksprese edildigi 2DE jel elektroforezinden bagimsiz olarak WB calismasiyla da
gosterilmistir. Yiksek duyarliliktaki FTO antikoru kullandigimiz 3T3-L1 hiicre hattinda
protein diizeyinde tespit edilebilir endojen FTO ekspresyonu olmadigini gostermistir.
Gozardi edilemeyecek seviyede endojen FTO ekspresyonu tespit edilse dahi, hiicre hatlarini
bir proteini overeksprese edecek sekilde indiiklemek hala bir proteinin fizyolojik roliiniin

arastirilmasi i¢in yaygin sekilde kullanilan bir yaklagimdar.

Calismada kullanilan deneysel tasarim, mutant (R316Q) ya da yabanil tipteki FTO
proteinlerini 3T3-L1 preadiposit hiicre hatlarinda eksprese edilerek soluble proteom

profillerinin karsilastirilmasidir.

Bu c¢alismada FTO overekpresyonunu takiben ekspresyon seviyeleri degisen soluble
proteinler hiicre igerisindeki biyolojik fonksiyonlariyla beraber asagida maddeler halinde

siralanmustir.
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VIME_MOUSE

Omurgalilarda bulunan intermediate filamentlerin major tiplerinden biridir. Vimentin
siif-11I intermediate filamentlerden olup 6zellikle mezenkimal kokenli hiicrelere mekanik
destek saglarlar. Yiiksek derecede dinamik yapida olan bu proteinlerin fosforilasyonu
normal kosullarda birbirlerinden ayrilmalarina neden olur. Niikleus, endoplazmik retikulum

ve mitokondriye bagli halde bulunurlar.

DESM_MOUSE

Desmin siif-111 intermediate filamentlerdendir. Kas hiicrelerinde bulunarak hiicreye
mekanik destek saglarlar. Ozellikle ¢izgili kaslarda miyofibrillerle baglantili fibréz ag1

olusturmaktadirlar.

K2C6A_RAT

Epidermis-spesifik tip-I keratin yara iyilesmesinde rol oynamaktadir. Yaralanmalarin
ardindan keratinositlerin ¢ogalmasinda ve goclinde major rol oynamaz fakat folikiiler
keratinositlerin aktiflestirilmesine ve SRC aktivitesini inhibe ederek epiteliyal gociin

dizenlenmesine katilir.

THIC_MOUSE

Tiolaz olarak da bilinen Asetil-CoA astetil transferaz dual foksiyonu olan bir enzimdir.
Bu fonksiyonlar1 su sekilde siralanabilir; yag asidi metabolizmasinda son basamagi olan 3
oksidasyon basamaginda gorev alir ve koenzim A‘y1 kofaktor olarak kullanarak keton

cisimciklerinin olusumunu diizenler.
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PGK1_MOUSE

Fosfogliserat kinaz 1, 1,3-difosfogliseratin 3-fosfogliserata doniisiimiinii katalizleyen
glikolitik bir enzimdir. Bu aktivitesine ek olarak bu protein, tiimor hiicrelerinden salinarak

anjiyogenesise katilir.

AMRP_MOUSE

Glikoprotein yapidaki LDL-receptor- related protein-associated protein LDL-receptor-
related proteinlerle etkilesir ve endoplazmik retikulumda reseptdriin ligandi ile baglanmasini
engelleyerek reseptor birikimini ve degradasyonu engeller. Proteinin uygun katlanmasina
ve lokalizayonuna yardimci olarak molekiiler saperon gibi davranir. Bu protein LRP1 ve

LRP2 proteinlerini de iceren LDL reseptdr ailesinin trafigine katilir.

PTMS_MOUSE

Parathymosin, enfeksionlara kars1 direng saglayan prothymosin alfanin etkisini bloke

ederek immiin fonksiyonlara aracilik eden bir proteindir.

HNRPK_MOUSE

Major pre-mRNA binding proteinlerden biri olup pre-mRNA’da ve tek iplikli DNA’da
poly(C) dizilerine baglanir. hnRNA’ya baglanarak niiklear metabolizmada 6nemli rol
oynamaktadir. A, B, C, G, K, U altgruplart olan bu protein iizerinde fosforilasyon,

ubikitinasyon, ve metilasyon meydana gelebildigi ileri siiriilmistiir (Dreyfuss ve dig., 1993).

FTO proteinin fizyolojik olarak etkilestigini diisiindiiglimiiz proteinleri PANTHER
(Protein  Analysis Through Evolutionary Relationships) analizi ile molekiiler
fonksiyonlarina gore siniflandirildiginda pastanin biiyiik bir boliimiinii yapisal proteinlerin
(VIM, K2C6A), geri kalan kismim ise “binding” (HNRPK) ve katalitik aktivitesi olan
proteinlerin (HNRPK, THIC, PGK1) olusturdugunu goriildii (Cizim 5.1).
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PANTHER GO-5lim Molecular Function

Total # Genes: 8@ Total # Function hits: &

. Binding

_ Katalitik Aktivitesi Olan Proteinler

. Yapisal Proteinler

Cizim 5.1. Proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore siniflandirilmasini gdsteren pasta

grafigi

Bu ¢alismada tanimlanan yapisal ve katalitik aktivitesi olan proteinlere bu tarz 2DE
proteom caligmalarinda oldukga sik rastlanmaktadir. Ekspresyon seviyesindeki farkliliklarin
diisiikk seviyede oldugu da goz Oniine alindiginda; gozlemlenen farkliliklarin FTO’dan
bagimsiz bir sekilde, ¢evre sartlarindaki kiigiik degisikliklerden kaynaklandigi diisiiniildii.
Bu nedenle yaptigimiz literatiir aragtirmasina da dayanarak tanimlanan bu proteinlerin FTO
ekspresyonu 1ile dogrudan iliskilendirilemeyecegini diisiinmekteyiz. Tanimladigimiz
katalitik aktivitesi olan proteinler 6zellikle glikoliziz ile iligkili proteinlerdir. Bu proteinlerin

hiicrelerin oksijensiz kalmig olmasindan kaynaklanabilecegini ileri siirebiliriz.

Tanimladigimiz proteinler arasinda HNRPK (Heterogenous Nuclear Protein K) proteini
dikkat ¢ekmektedir. Hem katalitik aktivitesi olan hem de bir RNA binding protein olan
HNRP proteinlerinin hnRNP’lerle karmasik ve cesitli iligkilerinin olmasi onlar1 ¢ok yonlii
birer protein haline getirmistir. Ustelik bu protein, hnRNA’nin (niiklear RNA) olgun
mRNA’lara doniismesine katilmakla kalmayip ayni zamanda gen ekspresyonunu
diizenleyen trans-acting bir protein olarak da gorev yapmaktadir. Bu belirleyici faktor
splicing (Chou ve dig., 1999; Mourelatos ve dig., 2001), mRNA’nin niikleustan
sitoplazmaya tasinmasi (Gallouzi and Steitz, 2001), lokalizasyonu (Carson ve dig., 2001),
translasyonu (Habelhah ve dig., 2001) ve stabilitesi (Xu ve dig., 2001) gibi mRNA
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proseslerini de kapsamaktadir (Alarcon ve dig., 2015; Dreyfuss ve dig., 2002). hnRNP’ler
hnRNA ile etkilesir ve hnRNA’nin yapisini1 degistirerek pre-mRNA islenmesi i¢in gerekli
diger bilesenlerin hnRNA ile olan iliskisini de etkiler (Dreyfuss ve dig., 1993). Diger bir
deyisle hnRNP’ler RNA metabolizmasina hem niikleusta hem de sitoplazmada dahil

olmaktadir.

DNA’nin transkripsiyonu ile olusan hnRNA’lara bir RNA metiltransferaz
heterokompleksi olan METT14-METTL3/WTAP tarafindan metil (m®A) baglanir (Fu ve
dig., 2014; Liu ve dig., 2014). Bu baglanma hnRNA’nin bir anlamda kaderine karar verir.
Sentezlenen ve islenen RNA niikleusta tutularak translasyon geciktirilecek midir yoksa bu
RNA sitoplazmaya m1 gececektir? m°A bu gecise iizerine baglanan bir protein araciligryla
katilir. Niikleusta kiimeler halinde bulunan FTO proteini mRNA ’nin sitoplazmaya ge¢isinde
rol oynayan bu metil grubunu sitoplazmaya gec¢isinden 6énce modifiye eder (Fu ve dig.,
2014). FTO’nun m®A’da oksidatif demetilasyonla gerceklestirdigi modifikasyonlar sonucu
A (N°-formiladenosin), hm®A  (N°-hidroksimetiladenozin) gibi “short lived”
modifikasyonlar1 tasiyan RNA’lar olusmaktadir (Jia ve dig., 2013). Gen ekspresyonu
dozajinin RNA iizerindeki bu modifkasyonlarin “reader” proteinler tarafindan okunarak
gerceklestigi ve bunun i¢in de ii¢ farkli segici “reader” mekanizmasindan bahsedilmistir.
Bunlardan ilki m°A modifikasyonunun RNA’nin sekonder yapisini degistirerek protein-
RNA etkilesimini degistirmesiyle gerceklesen mekanizma. ikincisi, m®A modifikasyonunun
RNA igerisinde spesifik bir bolgede yapilmasi sonucu benzer RNA-binding proteinlerin
etkilesimini zayiflatmasiyla gergeklesen mekanizma ve {i¢iinciisii ise “reader” proteininin
mPA modifikasyonunu bulunduran RNA’ya baglanmas ile gerceklesen mekanizma (Fu ve

dig., 2014).

hnRNP’lerin potansiyel m°A selektif binding proteinler oldugu diisiiniilmektedir
(Alarcon ve dig., 2015; Dominissini ve dig., 2012). “Reader” olduklar1 diisliniilen bu
proteinler diger mRNA’lara bagli RNA-binding proteinlerle etkilesir. Bu durum P-
cisimciklerinin ve stres graniillerinin olusumuna neden olarak translasyonu etkilemektedir
(Fu ve dig., 2014). Bu siiregte gorev alan “reader” proteinler hala tam anlamiyla ortaya
konulamamistir. Yaptigimiz bu calismada HNRPK proteininin FTO overekspresyonuna
bagh ekspresyon artigl; FTO’nun pre-mRNA’da yaptigi m°A
oksidasyonunu/modifikasyonunu farkli bir sekilde okuyarak protein ekspresyonunu spesifik

olmaksizin degistirebilecegini ileri siirmekteyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

In vitro ortamda RNA’larda metilasyon seviyelerinin ¢aligilmasi ve transkriptom diizeyinde
bir yaklagim ile beraber niiklear proteomla da c¢alisilmasi bu ¢alismanin tamamlanabilmesi
ve FTO proteinin hiicre icerisindeki biyokimyasal roliiniin daha iyi ve genis capta

anlasilabilmesi acisindan gelecek vadetmektedir.

50



KAYNAKLAR

Alarcon, C.R., H. Goodarzi, H. Lee ve dig. 2015. HNRNPA2B1 Is a Mediator of m(6)A-Dependent
Nuclear RNA Processing Events. Cell. 162:1299-1308.

Anselme, |., C. Laclef, M. Lanaud ve dig. 2007. Defects in brain patterning and head
morphogenesis in the mouse mutant Fused toes. Developmental biology. 304:208-220.

Berulava, T., M. Ziehe, L. Klein-Hitpass ve dig. 2013. FTO levels affect RNA modification and the
transcriptome. European journal of human genetics : EJHG. 21:317-323.

Boissel, S., O. Reish, K. Proulx ve dig. 2009. Loss-of-function mutation in the dioxygenase-encoding
FTO gene causes severe growth retardation and multiple malformations. American journal of
human genetics. 85:106-111.

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry. 72:248-254.

Carson, J.H., H. Cui, W. Krueger ve dig. 2001. RNA trafficking in oligodendrocytes. Results and
problems in cell differentiation. 34:69-81.

Cheung, M.K., and G.S. Yeo. 2011. FTO Biology and Obesity: Why Do a Billion of Us Weigh 3 kg
More? Frontiers in endocrinology. 2:4.

Chou, M.Y., N. Rooke, C.W. Turck ve dig. 1999. hnRNP H is a component of a splicing enhancer
complex that activates a c-src alternative exon in neuronal cells. Molecular and cellular biology.

19:69-77.

Church, C., S. Lee, E.A. Bagg ve dig. 2009. A mouse model for the metabolic effects of the human
fat mass and obesity associated FTO gene. PLoS genetics. 5:e1000599.

Church, C., L. Moir, F. McMurray ve dig. 2010. Overexpression of Fto leads to increased food
intake and results in obesity. Nature genetics. 42:1086-1092.

Despres, J.P., and |. Lemieux. 2006. Abdominal obesity and metabolic syndrome. Nature. 444:881-
887.

Dina, C., D. Meyre, S. Gallina ve dig. 2007. Variation in FTO contributes to childhood obesity and
severe adult obesity. Nature genetics. 39:724-726.

Dominissini, D., S. Moshitch-Moshkovitz, S. Schwartz ve dig. 2012. Topology of the human and
mouse m6A RNA methylomes revealed by m6A-seq. Nature. 485:201-206.

Dreyfuss, G., V.N. Kim, and N. Kataoka. 2002. Messenger-RNA-binding proteins and the messages
they carry. Nature reviews. Molecular cell biology. 3:195-205.

Dreyfuss, G., M.J. Matunis, S. Pinol-Roma ve dig. 1993. hnRNP proteins and the biogenesis of
MRNA. Annual review of biochemistry. 62:289-321.

51



Fischer, J., L. Koch, C. Emmerling ve dig. 2009. Inactivation of the Fto gene protects from obesity.
Nature. 458:894-898.

Frayling, T.M., N.J. Timpson, M.N. Weedon ve dig. 2007. A common variant in the FTO gene is
associated with body mass index and predisposes to childhood and adult obesity. Science.

316:889-894.

Fu, Y., D. Dominissini, G. Rechavi ve dig. 2014. Gene expression regulation mediated through
reversible m(6)A RNA methylation. Nature reviews. Genetics. 15:293-306.

Fu, Y., G. Jia, X. Pang ve dig. 2013. FTO-mediated formation of N6-hydroxymethyladenosine and
N6-formyladenosine in mammalian RNA. Nature communications. 4:1798.

Galassi, A., K. Reynolds, and J. He. 2006. Metabolic syndrome and risk of cardiovascular disease: a
meta-analysis. The American journal of medicine. 119:812-819.

Gallouzi, I.E., and J.A. Steitz. 2001. Delineation of mMRNA export pathways by the use of cell-
permeable peptides. Science. 294:1895-1901.

Gao, X., Y.H. Shin, M. Li ve dig. 2010. The fat mass and obesity associated gene FTO functions in
the brain to regulate postnatal growth in mice. PloS one. 5:e14005.

Gerken, T., C.A. Girard, Y.C. Tung ve dig. 2007. The obesity-associated FTO gene encodes a 2-
oxoglutarate-dependent nucleic acid demethylase. Science. 318:1469-1472.

Guo, J., W. Ren, Y. Ding ve dig. 2012. Fat mass and obesity associated gene (FTO) expression is
regulated negatively by the transcription factor Foxa2. PloS one. 7:e51082.

Habelhah, H., K. Shah, L. Huang ve dig. 2001. ERK phosphorylation drives cytoplasmic
accumulation of hnRNP-K and inhibition of mRNA translation. Nature cell biology. 3:325-330.

Han, Z., N. Huang, T. Niu ve dig. 2010. A loop matters for FTO substrate selection. Protein & cell.
1:616-620.

He, C. 2010. Grand challenge commentary: RNA epigenetics? Nature chemical biology. 6:863-865.

Jia, G., Y. Fu, and C. He. 2013. Reversible RNA adenosine methylation in biological regulation.
Trends in genetics : TIG. 29:108-115.

Jia, G., Y. Fu, X. Zhao ve dig. 2011. N6-methyladenosine in nuclear RNA is a major substrate of the
obesity-associated FTO. Nature chemical biology. 7:885-887.

Lantz, K.A., M.Z. Vatamaniuk, J.E. Brestelli ve dig. 2004. Foxa2 regulates multiple pathways of
insulin secretion. The Journal of clinical investigation. 114:512-520.

Li, P., H.K. Tiwari, W.Y. Lin ve dig. 2014. Genetic association analysis of 30 genes related to obesity
in a European American population. International journal of obesity. 38:724-729.

Lin, L., C.M. Hales, K. Garber ve dig. 2014. Fat mass and obesity-associated (FTO) protein interacts

with CaMKIl and modulates the activity of CREB signaling pathway. Human molecular genetics.
23:3299-3306.

52



Liu, J., Y. Yue, D. Han ve dig. 2014. A METTL3-METTL14 complex mediates mammalian nuclear
RNA N6-adenosine methylation. Nature chemical biology. 10:93-95.

Loos, R.J., and C. Bouchard. 2008. FTO: the first gene contributing to common forms of human
obesity. Obesity reviews : an official journal of the International Association for the Study of
Obesity. 9:246-250.

Loos, R.J., and G.S. Yeo. 2014. The bigger picture of FTO: the first GWAS-identified obesity gene.
Nature reviews. Endocrinology. 10:51-61.

Meyre, D., K. Proulx, H. Kawagoe-Takaki ve dig. 2010. Prevalence of loss-of-function FTO
mutations in lean and obese individuals. Diabetes. 59:311-318.

Mourelatos, Z., L. Abel, J. Yong ve dig. 2001. SMN interacts with a novel family of hnRNP and
spliceosomal proteins. The EMBO journal. 20:5443-5452.

Pandey, S.C. 2003. Anxiety and alcohol abuse disorders: a common role for CREB and its target,
the neuropeptide Y gene. Trends in pharmacological sciences. 24:456-460.

Peters, T., K. Ausmeier, and U. Ruther. 1999. Cloning of Fatso (Fto), a novel gene deleted by the
Fused toes (Ft) mouse mutation. Mammalian genome : official journal of the International
Mammalian Genome Society. 10:983-986.

Pischon, T., P.H. Lahmann, H. Boeing ve dig. 2006. Body size and risk of colon and rectal cancer in
the European Prospective Investigation Into Cancer and Nutrition (EPIC). Journal of the National
Cancer Institute. 98:920-931.

Pitman, R.T., J.T. Fong, P. Billman ve dig. 2012. Knockdown of the fat mass and obesity gene
disrupts cellular energy balance in a cell-type specific manner. PloS one. 7:e38444.

Robbens, S., P. Rouze, J.M. Cock ve dig. 2008. The FTO gene, implicated in human obesity, is found
only in vertebrates and marine algae. Journal of molecular evolution. 66:80-84.

Sanchez-Pulido, L., and M.A. Andrade-Navarro. 2007. The FTO (fat mass and obesity associated)
gene codes for a novel member of the non-heme dioxygenase superfamily. BMC biochemistry.
8:23.

Scuteri, A., S. Sanna, W.M. Chen ve dig. 2007. Genome-wide association scan shows genetic
variants in the FTO gene are associated with obesity-related traits. PLoS genetics. 3:e115.

Shen, L., C.X. Song, C. He, and Y. Zhang. 2014. Mechanism and function of oxidative reversal of
DNA and RNA methylation. Annual review of biochemistry. 83:585-614.

Stratigopoulos, G., S.L. Padilla, C.A. LeDuc ve dig. 2008. Regulation of Fto/Ftm gene expression in
mice and humans. American journal of physiology. Regulatory, integrative and comparative

physiology. 294:R1185-1196.

Tung, Y.C., and G.S. Yeo. 2011. From GWAS to biology: lessons from FTO. Annals of the New York
Academy of Sciences. 1220:162-171.

53



van der Hoeven, F., T. Schimmang, A. Volkmann ve dig. 1994. Programmed cell death is affected in
the novel mouse mutant Fused toes (Ft). Development. 120:2601-2607.

Wolfrum, C., E. Asilmaz, E. Luca ve dig. 2004. Foxa2 regulates lipid metabolism and ketogenesis in
the liver during fasting and in diabetes. Nature. 432:1027-1032.

Xu, K., T. Yen, and C.L. Geczy. 2001. 1l-10 up-regulates macrophage expression of the S100 protein
S100A8. Journal of immunology. 166:6358-6366.

54



OZGECMIS

[y

. Ad1 Soyadr: Nil GUZEL

N

. Dogum Yeri ve Tarihi: HATAY/01.05.1988

w

. Uyrugu: T.C.

4. Medeni Durumu: BEKAR

9]

. Cahstig1 Kurum: Deneysel ve Klinik Arastirmalar Birimi

=)

. Iletisim Adresi: Diinya Bankas1 Evleri 1. Ada No 6/2 {zmit

\‘

. Telefon: 05425272807
8. Mail: nil.nilguzel@gmail.com

9. Egitimi:
Lisans/Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji e Genetik BSliimii (2007-2011)

Yiiksek Lisans/Kocaeli Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 (2014-...)
10. Mesleki Deneyim:
2014-... Kocaeli Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans

2014-... Deneysel ve Klinik Arastirmalar Birimi
2011-2014 Gen ve Hiicre Tedavi Uygulama ve Arastirma Merkezi Akdeniz Universitesi
Yiiksek Lisans

2010 Yaz Dénemi Tibbi Biyoloji ABD Uludag Universitesi (Stj)

2010 Yaz Doénemi Biyoloji Thtisas Dairesi istanbul Adli Tip Kurumu (Stj)

2009 Yaz Dénemi Molekiiler Genetik Lab. Mustafa Kemal Universitesi Arastirma
Hastanesi (Stj)

2009 Yaz Dénemi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE) Istanbul Universitesi (Stj)

11. Yabana Dil: Ingilizce

55



12.Bilimsel Yayinlar

Ozgul, S., ve dig. (2015). "Linking a compound-heterozygous Parkin mutant (Q311R and A371T) to
Parkinson's disease by using proteomic and molecular approaches." Neurochem Int 85-86: 1-13.

56



Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmistir.

o Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen iinvanlar yazildi (Kapak sayfasina danigsman adi yazilmamalidir.).

o Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

o Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yoniin dikkat!) ad,
program, yil yazildi.

o Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirland1 (kazanilan iinvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii miidiiriiniin imzas1 da gereklidir,
imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

o Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

o On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlar1 konuldu.

o Sayfa numaralar kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.

o Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

o Ana metin ve dip yazi boyutu 12 olacak bigimde basildi.

o Ana metin satir arali1 1.5 olacak sekilde yazildu.

o Kaynaklar alfabetik siraya gore yazildi.

o Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

o Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
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