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Vi

ONSOZz

Yapilan ilk calismalarda otofajinin, besin yoklugunda hicre i¢i molekdllerin geri
dondstimunu saglayarak hicrenin stres ortamina uyumuna yardim ettigi boylelikle
hiicre homeostazinin korunmasinda etkili bir yol oldugu gosterilmistir. Son on yilda
yapilan ¢aligmalar ise otofajinin; kanser, tip 2 diyabet ve norodejeneratif hastaliklar
gibi 6nemli saglik sorunlarmin da nedenleri arasinda yer aldigini gostermektedir.
Bugtine kadar ER stresine bagh olarak tetiklenen Katlanmamis Protein Cevabi’nin
(KPC), PERK ve IRE1 lzerinden isleyen mekanizmalar hakkinda elde edilen veriler
daha fazla olmakla birlikte ATF6 yolagindaki bosluklar henliz doldurulamamistur.
Ayrica daha ¢ok hicre hayatta kalimmi devam ettirmek ve stresi ¢ozmek ile ilgili
genlerin aktivasyonuna katildigi gosterilen ATF6 transkripsiyon faktorinin bazi
kosullarda apoptozu tetikledigi bilinmektedir. Ancak bu isleyisin mekanizmas: heniiz
bilinmemektedir. Bu kapsamda serbest yag asidi palmitat ile stres yaratilan tip2

diyabetli pankreas hiicrelerinde ATF6’nin roli arastirilacaktir.
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1. GIRIS

Programli hiicre 6liimii (PHO) normal hiicrelerin 61imi ve hayata kalim: arasindaki
dengeyi saglar. Apoptoz, otofaji ve programli nekroz PHO’niin 6nemli tic formudur
ve birbirlerinden morfolojik farkliliklarindan dolay: kolaylikla ayirt edilebilirler.
Apoptoz veya tip | PHO ilk defa Kerr ve arkadaslar: tarafindan ortaya koyulmustur
(Kerr, Wyllie ve ark., 1972). Olen hiicrede kiigiilme, cekirdek yogunlasmas: ve
fragmantasyona ugramasi, membranda kabarcik olusmasi, komsu hicreler veya
ekstraselliler matriks ile olan baglantinin kopmas: gibi belli morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler ile karakterizedir. Kromozomal DNA’nin gekirdek igi
fragmentler seklinde kesilmesi, fosfotidil serinin ekternalizasyonu ve hiicre igindeki
bircok substratin belli proteolizislerce kesilmesi gorilen biyokimyasal olaylardir
(Martin ve Green 1995, Cohen, Sun ve ark., 1994).

Otofaji veya tip Il PHO, evrimsel olarak korunmus katabolik bir islemdir.
Sitoplazmik makromolekul ve organelleri cevreleyen cift membrandan olusan ve
otofagozom denilen bu yapilar dongiiye yeniden katilmalarini saglamak amaciyla
uzaklastirirlar (Huett, Goel ve ark., 2010). Normal kosullarda otofajinin hiicre
homeostasinda, hicrenin hayatta kalmasmi saglamak adina ¢ok onemli bir roli

vardir.

Nekroz veya tip Il programli hiicre 6limi yikict bir hicre 6limu olarak
bilinmektedir (Choi, Ryter ve ark., 2013). Bazi tip nekrozlarda genetik inhibitorlerin
oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir ki bu bulguda baz: nekrotik élimlerin alt
formlarinin genetik bilesenleri oldugunu distndirmektedir (Portt, Norman ve ark.,
2011). Ornegin apoptozun aktive olmasina ek olarak timor nekroz faktor (TNF) o
reseptorlerinin  stimilasyonu, nekropatosis denilen programlanmis nekrozu
indiiklenmesine neden oldugu gosterilmistir (Rosenbaum, Degterev ve ark., 2010).
Reseptor aracilikli aktive olan reseptor iliskili protein 1 kinazlar (receptor interacting
protein 1, RIP1), poli (ADP- riboz) polimeraz 1 (PARP1), NADPH oksidazlar ve

kalpeinlerin programli nekrozun duzenleyicileri oldugu g0sterilmistir. Hicreler



nekroz ile 6lime gittiginde hiicre membraninin batunltgu bozulur ve hiicre igindeki
materyaller hiuicre dist ortama birakilir bu da bagisiklik sistemi hicrelerinin

inflamatuar cevap olusturmasina neden olur (Ouyang, Shi ve ark., 2012).

1.1. Tip 1 Programh Hucre Oliimii, Apoptoz

Major tip hucre Olimudur ve hicre i¢i ve hiicre dis1 gesitli uyaranlar ile
tetiklenir. Hiicre ici sinyaller; DNA hasari, hiicre igi kalsiyum (Ca) seviyesinde artis,
hicre i¢i pH’da dusme, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklaridir. Hicre dis1
sinyaller ise cevresel yasam sinyallerinin ve blytme faktorlerinin yetersizligi, 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu, iskemi, toksinler ve radyasyon gibi hicrenin maruz
kalabilecegi dis etkenlerdir. Hiicreye gelen bu sinyaller hiicre i¢i proteaz sistemi olan
kaspazlar1 aktive etmektedir. Kaspazlar, temel olarak morfolojik bir olay olan
apoptozun gerceklesmesini saglayan ana molekullerdir. Apoptozda kaspazlarin
aktivasyonu temel olarak iki yolak ile saglanabilir. Bunlar mitokondriyal (intrinstik)
ve hucre 0lum reseptor (ekstrinstik) yolagidir. Son yillarda tsttinde durulan Ggunci
bir yolakta endoplazmik retikulum (ER) aracili yoldur. Bu yolaklar birbirinden ¢ok
farkli mekanizmalar olmamakla birlikte sonunda ortak molekdllerin aktivasyonu ile

hiicreyi apoptoza goturtrler (Eum ve Lee 2011).
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Sekil 1. 1. Hicre 6lum yolaklar: (Gupta 2005).

Apoptozun genetik mekanizma (zerine yapilan calismalarda ilk olarak
Coenorhabditis elegans isimli bir nematod kullanilmistir. C.elegansda apoptozda
diizenleyici molekuller olarak bulunan ced’erin, memelilerdeki anologu kaspazlardir.
Kaspazlar, normalde sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunan proteolitik
parcalanmadan sonra aktif hale gecen sistein proteazlar olarak bilinen bir ailedir.
Adlarin1 da, proteinleri aspartik asit bolgelerinde kesmeleri (cleavage-C) ve
yapilarinda sistein tasimalarindan dolay: almiglardir. Memelilerde simdiye kadar 14
grubu tanimlanmistir. Kaspazlar, sitokin mattrasyonuna aracilik edenler (kaspaz-1,4,
5, 13), apoptotik hiicre 6limu strecinde efektdr gorevi Ustlenenler (kaspaz-2, 3, 7) ve
apoptotik hiicre 6luminde aktivatorler (kaspaz-6, 8, 9, 10) olmak lzere U¢ ayri
grupta toplanmistir. Aktivator kaspazlar efektor kaspazlari etkin hale getirir. Efektor
kaspazlardan biri olan kaspaz-3 apoptotik yolaklarin ortak bulusum noktasidir.
Kaspaz 3 etkin hale getirildiginde apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan diger
proteolitik aktiviteye sahip yolaklarin aktivasyonunu saglar. Kaspaz 3 ile DNA
tamirinde rol oynayan poli ADP riboz polimeraz (PARP) enziminin proteolitik
yikimi, DNA onarimini engeller. Aym zamanda efektor kaspazlar ile DNA
replikasyonu ve tamirini saglayan DNA topoizomeraz: da yikima ugratir. DNA



endoniikleazin serbestlesmesini saglayan kaspazlar DNA kiriklart olusumuna neden
olur. Cekirdekte bir diger onemli degisiklik de c¢ekirdegin seklini saglayan
intrantiklear proteinler ve laminlerin  yikima ugratilmasidir. Bu molekiler
degisiklikler apoptozun cekirdekte gozlenen kromatin kondensasyonu ve
parcalanmasi gibi tipik morfolojik 6zelliklerinin sebebidir (Kumar 2007).

Tumor nekroz faktor reseptor 1 (TNF-R1), Fas (CD95), DR3/4/5/6, TRAIL-
R1/2 iceren olim reseptori ailesi Gyeleri apoptoza neden olan dissal yolagi
baslatirlar. Olim reseptorleri ekstraselliiler kisimda sisteinden zengin tekrar bélgeleri
icerirken, sitoplazmik bolumlerinde 6lim alan: (death domain, DD) ad: verilen bir
aminoasit dizisini bulundururlar. Bu alana sitoplazmada bulunan adaptor proteinler
baglanmaktadir. Olim aktivatorlerinin, 6lum  reseptorlerine  baglanmasiyla
sitoplazmada bulunan adaptor proteinler 6lim alanlarina baglanarak oligomerize
olurlar. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptér proteinler ve proteazlar "Olimii
Baglatan Sinyalleme Kompleksi (DISC) " denen yapiy1 olustururlar. DISC
kompleksinde prokaspaz-8 ve prokaspaz-10’un aktivasyonu gergeklesir. Prokaspaz-8
aktivasyonundan sonraki basamaklar hiicrelerde farkliliklar gostermektedir. Tip 1
hicrelerde kaspaz-8 direk olarak prokaspaz-3’(in aktivasyonunu saglar. Tip 2
hicrelerde ise kaspaz-8 orta derecede aktive edilmistir ve prokaspaz-3’in
aktivasyonunu saglayamaz. Bu hicrelerde prokaspaz-8, Bcl-2 ailesinin proapoptotik
uyesi olan Bid’i aktif hale getirir. Aktif hale gelen Bid mitokondriyal membran
gecirgenligini arttirarak, mitokondriyal yolagin aktivasyonunu saglar ve apoptozu
baslatir (Sayers 2011) .

Hucrelerdeki icsel yolak genellikle mitokondri merkezlidir ve mitokondri
tarafindan duzenlenir. En c¢ok c¢ahsilmis igsel apoptozis formu, strese bagli
mitokondriden sitokrom ¢ salinimi ve bunun sonucunda da apoptozom olusumudur.
Apoptozom daha sonra baslatic1 kaspazi aktive eder ki bu genellikle kaspaz 9 dur.
Kaspaz 9 aktivasyonu infazci kaspaz olan kaspaz 3’Un aktive olmasini saglar. Kaspaz
3 aktivasyonu dissal yolakta gorilen apoptotik cevabin baslamasina neden olur.
Apoptotik stimulasyona cevap olarak Bcl-2 protein ailesinin pro-apoptotik Uyeleri

(Bax ve Bak) aktive olurlar ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimini baslatirlar.
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Sekil 1. 2. Apoptotik hiicre 6limiinde i¢sel ve digsal yolak aktivasyonu (Lamkanfi ve Dixit 2010).

Diger apoptotik proteinler Smac/Diablo, bir serin proteaz olan Omi/HtrA2,
endontikleaz G (EndoG) ve apoptoz indikleyici faktor (apoptosis inducing factor,
AIF) de mitokondriden salinirlar. Mitokondri tzerinde ¢ok onemli rolleri olan bu
proteinler ile birlikte baska proteinlerde oldukca siki kontrol edilmektedirler. Bu
proteinlerden bazilarmin diger programli hiuicre 6lim yolaklarinda da rolleri vardir
(Brenner ve Mak 2009).

Bcl-2 ailesi GOyeleri apoptozun anahtar duzenleyicileridirler. Bu proteinler
mitokondrion ve ER zarinda bulunur. Tim Bcl-2 ailesi Gyeleri Bax, Bak, Bad, Bcl-
Xs, Bid, Bik, Bim, Hrk gibi pro-apoptotik ve Bcl-2, Bcl-X,, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1
gibi anti apoptotik proteinlerden olusur. Olim sinyalini takiben pro-apoptotik
proteinler defosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyondan sonra, kesime
ugrayarak aktif hale gelirler ve apoptozun baslayacagi mitokondriyona gecerler
(Shamas-Din, Brahmbhatt ve ark., 2011). Tum BH3 only molekdlleri i¢sel yolaktaki
pro-apoptotik aktivitelerini gosterebilmeleri icin ¢cok bolgeli BH3 proteinlerine (Bax
ve Bak) ihtiyac duyarlar. Aktif hale gelen Bax ve Bak, sitokrom ¢ nin ve mitokondri

kdkenli kaspaz aktivatorinin salinmasini saglar. Mitokondrial dig membran



apoptotik stimilasyona cevap olarak gecirgen hale gelir. Sitokrom c bir defa sitozole
salindiginda apoptotik peptidaz aktive eden faktor -1 (Apaf-1) ile etkilesime girer ve
kaspaz 9’un aktif hale gelmesini saglar. Aktive olan kaspaz 9 kaspaz 3’0 aktif hale
getirir bunu takiben daha sonra gelen kaspaz kaskadi aktive olur ve sonucunda da
apoptoz gerceklesir (sekil 1.2) (Ouyang, Shi ve ark., 2012).

Sitoplazmada sitokrom c, Apaf-1’e dATP veya ATP varliginda baglanir ve
Apaf-1’in kendi kendine oligomerizasyonunu saglar. Apaf-1 ve kaspaz 9, protein
etkilesim motifi CARD bolgesini tasimaktadirlar ve Apaf-1 kaspaz 9’a CARD-
CARD etkilesimi ile kuvvetle baglanmaktadir. Olusan yapi apoptozomdur daha

sonra olusan dimerizasyon kaspaz 9’u aktive eder.

1.2.Tip Il Programh Hiicre Oliimi, Otofaji

Stresin indikledigi katabolik bir islemdir ve tum Okaryotlarda korunmus bir
mekanizmadir. Hucre i¢i makro molekiller ve organeller bir kesecik i¢ine alinarak
lizozomlara yonlendirilir ve lizozomla birleserek burada parcalanir. Kisa dmirli
proteinler ubikitin-proteozom sisteminde parcalanirken, uzun 6mirlu proteinler ve
hicre ici organeller otofaji sistemi tarafindan pargalanirlar ve olusan yapi taslar
(Orn. aminoasitler) hiicre kullanimz igin yeniden kazandirilirlar. Tasinacak kargonun
lizozoma gidis sekline bagl olarak otofaji 3 farkli mekanizma ile gerceklesmektedir:
Saperon aracilikli otofaji, mikrootofaki, makrootofaji. Saperon aracilikli otofaji
yuksek yapili 6karyotlarda gorilmekle birlikte mayalarda bulunmamaktadir. Saperon
aracilikli otofaji de bir saperon proteini ilkdnce katlanmamis olan KFERQ (Lys-Phe-
Glu-Arg-GlIn) dizisine sahip sitozolik hedef substratina ve daha sonrada lizozomal
membrandaki bir reseptore baglanir. Katlanmamis olan sitozolik hedef protein
dogrudan lizozom igine aktarilir ve orada degrade edilir. Mikrootofajide sitoplazmik
materyal, lizozom veya vakuol igine lizozomal veya vakuoler membranin bir kilif,
bir ¢cikint: olusturmasiyla veya bolmeli bir yap1 olusturmasi ile alinir (Krick, Muehe
ve ark., 2008). Makrootofaji sitozolik otofagozom adi verilen bir sitoplazmik ¢ift

membran vesikdlin olusumu ile Kkarakterizedir. Makrootofajide sitoplazmik



proteinler, organeller veya diger materyaller fagoforlar tarafindan cgevrelenirler bu
fagoforlar genisleyip ortadan kaldirilacak materyali tamamen cevrelediginde
otofagozomlar haline gelirler. Yapilan c¢alismalar bazi form otofajilerde
otofagozomal membranin yapisinda bulunan lipidin endoplazmik retikulumdam ve
plazma membranindan geldigini gostermektedir (Youle ve Narendra 2011). Bazi
otofaji formlarinda otofagozomal membranlar (lipid otofagozomlar) lizozomlar ile
birleserek (veya vakuoller ile) otolizozomlar: olustururlar ve sitoplazmik kargolar
lizozomlarda bulunan hidrolazlar tarafindan degrade edilirler. Degredasyon sonucu
olusan driinler membran permeazlarin aktivitesi ile tekrar kullanilabilmeleri igin
sitozole gonderilirler (Klionsky 2007). Bugun 2 tip makrootofajinin oldugu
bilinmektedir. Hiicreler secici olmayan makrootofaji sayesinde besin yoklugunda dis
cevreden tekrar besin elde edene kadar 6nemli metabolik yapitaslari ve enerji
saglarlar. Bunun aksine kargo 6zgul makrootofajide, besinden zengin ortamda fazla
olan veya hasara ugramis organellerin ve protein agregatlarmin toksik bir etki
yaratmamalar1 adina ortadan kaldirilmalar: gerceklestirilir. (Ribofaji; ribozomun
ortadan kaldirilmasi, mitofaji; mitokondrionun ortadan kaldirilmasi). Bu tip otofaji
besin kaynagmin degisimini takiben ve gelisimsel islemler sirasinda da gorulir. Bu
uc otofaji formundan Uzerinde en fazla g¢alisma yapilmis olan ve mekanizmas: en
fazla aydinlatilmis olan makrootofajidir ve bundan sonra bahsedilen otofaji

makrootofajidir (sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Otofaji tipleri: Makrootofaji, mikrootofji, saperon aracilikl: otofaji.

Otofaji, oldukca iyi duzenlenen bir islemdir ve otofaji iliskili proteinler
(autophagy releated proteins, Atg) tarafindan dizenlenir. Glniimizde 30’dan fazla
Atg proteini tamimlanmistir. Bu otofaji genlerinin fonksiyonel karakterizasyonu
yapildiginda otofagozomlarin olusmas: igin en az dort major protein kompleksine

ihtiya¢ oldugu gorulmustur.

1.Atgl-Unc-51-like kinaz (ULK) kompleksi: TOR’dan gelen sinyallere aracilik
yapan ilk komplekstir (Sekil 1.4 a).

2.0tofaji 6zgul sinif 111 fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) veya Vps34 kompleksi:
otofagozom olusumu ve olgunlasmasinda 6nemli olan fosfatidilinositol 3 fosfat
havuzu olusturur (Sekil 1.4 b).

3. Transmembran protein Atg9/mAtg9 ve onun trafik sistemi: otofagozom
biyogenezi sirasinda membran uzamas: ve memban kisaltilmasinin kontroliinu saglar
(Sekil 1.4c).

4.Ubikuitin benzeri proteinler Atgl2 ve Atg8/LC3 ve onlarin konjugasyon sistemi:
otofagozom olusumu igin gerekli olan Atg8/LC3’un fosfatidiletanolamin (PE) ile
lipidlenmesini saglar (Sekil 1.4d) (Dall'Armi, Devereaux ve ark., 2013).
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Sekil 1. 4. Makrootofajinin evreleri (Dall’Armi, Devereaux ve ark. 2013).

Atg proteinlerinin bir kismi ve ¢esitli protein kompleksleri “otofajik kesecik”
veya “izolasyon membraninin” ve otofagozomun olusumunda rol almaktadir. Bu
protein kompleksleri hiicrede sadece *“otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal
structure, PAS) ad1 verilen bolgelerde degil ayn1 zamanda endoplazmik retikulum ile
golgi yapilarinin aralarina dagilmis olan bolgelerde, mitokondri, plazma membrani
ve endo-lizozomal sistemlerde fizyolojik olarak birbirini takip eden asamalarda da

fonksiyon gosterirler (Dall’Armi, Devereaux ve ark., 2013).
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Sekil 1.5. Otofagozom ve otofagolizozom olusumu (Dall'Armi, Devereaux ve ark., 2013).

1.2.1 Otofagozom Cekirdeklenmesi

Memelilerde smif 111 PI3K (Vps34), siif HIPI3K kor kompleksini olusturmak igin
Beklin-1 ve p150 (Vpsl15 (fosfoinositid-3-kinaz diizenleyici alt tnite4)) ile baglanir.
Otofagozom niikleasyonu i¢in Beklin-1 ¢ok énemlidir. Sinif 111 PI3K kor kompleksi
ile iliskiye girerek PI(3)P olusumunu saglar. Beklin-1’in Vps34 ile olan baglantisi
Vps34’Un katalitik aktivitesini arttirdigi ve P1(3)P miktarinin artmasina neden oldugu
bilinmektedir. Patojen infeksiyonu, kanser ve ndrodejenerasyon patogenezinde roli
oldugu bilinen Beklin-1’in molekdler fonksiyonu henliz tam olarak ¢6zulememistir.
Beklin-1 tarafindan toplanan proteinlere bagl olarak smif 1IPI3K kompleksleri
otofagozom olusumunu farklh sekilde diizenlemektedir (sekil 1.5). Atgl4L, UVRAG,
AMBRRAL1, Bifl farklh durumlarda Beklin-1 ile baglanarak otofajiyi pozitif yonde
diizenlemektedirler. Rubican ve Beklin-1’e baglanarak sinif 11 PI3K kompleksi ile
olan baglantisint bozan Bcl-2 ve Bcl-XL ise otofajiyi negatif yonde
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dizenlemektedirler. Ancak sinif 111 PI3K kompleksinin ve bu kompleksin diger
bilesenler ile olan etkilesiminin nasil diizenlendigi tam olarak ¢ozilememistir (Pyo,
Nah ve ark., 2012).
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Sekil 1.6. ULK kompleksinin olusumu ve cekirdeklenme (Pyo, Nah ve ark., 2012).

1.2. 2. Otofagozom Genislemesi

Iki ubikuitin benzeri konjugasyon sistemi otofagozom membranlarmin genislemesine
katilmaktadir. Birinci ubikuitin benzeri konjugasyon sistemi, pre otofagozomlarin
olusumunda 6nemli olan Atg12-Atg5-Atgl6L °dir. Atgl2, 186 aa’lik bir proteindir ve
Atg5 ile birlesir. Atg12’nin karboksi terminalindeki glisin rezidusu, E1 benzeri Atg7
tarafindan yuksek enerjili tioester bag: seklinde ATP bagiml olarak aktiflenir. Daha
sonra Atgl2, E2 benzeri Atgl0’a transfer edilir. Daha sonra da Atg5’in lizin 149’una
izopeptid bagi ile eklenir. Atg12-Atg5 daha sonra Atgl6L ile birleserek yaklasik 350
kDa’luk multimerik Atgl2-Atg5-Atgl6 kompleksini olusturur. Otofagozom olusumu
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tamamlandiktan sonra Atg proteinleri bilinmeyen bir mekanizma ile tekrar

sitoplazmaya donmektedir (sekil 1.7).

Ikinci ubikuitin  benzeri konjugasyon sistemi ise LC3’Un fosfolipid
fosfotidiletanolamin (PE) ile olan modifikasyonudur. LC3 bir sistein proteaz olan
Atg4 tarafindan kesilir ve daha sonra Atg7 ve ikinci bir E2 benzeri enzim olan Atg3
tarafindan PE ile birlestirilir. Lipidlenmis LC3 (LC3-I1), yeni olusturulmus olan
otofagozom membranlarina baglanir. LC3-11, lizozom ile birlesene kadar olgun
otofagozomlar (Gzerindedir. LC3’Un LC3-1I’ye donlsumi bilinen en iyi otofaji
induksiyon belirtecidir. Ancak sadece LC3-I1 artis1 otofaji aktivasyonunu gostermek
icin yeterli degildir c¢unki bozulan otofaji mekanizmas: ile LC3-1I’nin
degredasyonunun inhibisyonu LC3-1l birikimine neden olabilmektedir (Gozuacik
2011).

Otofajik vakuollerin orijini hakkinda hentz tam bir bilgi bulunmasa da bazi
hipotezler ortaya atilmistir. Bu konudaki birinci hipotez Atg9 rezervarlar: tarafindan
otofagozomlarin “de novo” olusturulduklarin1 séylemektedir (Mari, Griffith ve ark.,
2010). ikinci hipotezde ER, mitokondri ve plazma memmbarn: gibi cesitli
organellerin fagofor olusumu igin bir orjin olarak kullanildig: séylenilmektedir (Pyo,
Nah ve ark., 2012). En son olarak da omegazom denilen kupa seklindeki bir yapmin
ER’den ayri bir bdlgede otofagozom olusumu icin bir platform olusturdugu
saptanmustir (Tooze ve Yoshimori 2010).

1.2.3 Vezikulin Tamamlanmasi ve Lizozomal Degradasyon

Otofaji yolagmin tamamlanmasindaki en son asama otofagozomun lizozomlar ile
birlesmesidir. Sitoplazmanin ¢ift membranl sitozolik bir vezikil igine alinmasmi
takiben vezikil bir ge¢ endozom ile veya lizozom ile birleserek bir otofagolizozom
(otolizozom) olusturur. Otofagozomun igteki membran: ve sitoplazmadan getirilen
materyaller lizozomal hidrolazlar tarafindan degrade edilirler. Otofagozomlar ile

lizozomlarin birlesmesi igin ilk adim otofagozom maturasyonudur. Rab22, Rab24
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gibi monomerik GTPazlarin yani sira mayalardaki SNARE protein ailesi ortologlar1
ve N-etilmaleimid —hassas fuzyon (NSF) proteini otofagozom maturasyonuna
katilmaktadir (Pyo, Nah ve ark., 2012). Yapilan son ¢ahismalar UVRAG, Rubicon,
presenilin-1, valosin containing protein-1 (VCP) ve syntaxin -5 SNARE kompleks
proteinlerinin de otofagozom olgunlagsmast ve degredasyonuna katildigini
gostermektedir (Pyo, Nah ve ark., 2012). Ayrica ubikuitinlenmis kargo proteinlerinin
taninmasinda ve multivezikuler badilere tasinmasinda rol alan ESCRT sisteminin de

otofagozom lizozom fiizyonunda rol aldig: saptanmistir (Pyo, Nah ve ark., 2012).
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Sekil 1.7. izolasyon membraninin uzamasi ve konjugasyon reaksiyonlar:.
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1.2.4. Otofaji ve Tor Sinyali

TOR o0zellikle de TORC1 (Tor kompleksi 1), Atgl3 ve Atg 1 gibi Atg proteinlerini
dogrudan fosforlayarak veya otofajiyi dizenleyen diger proteinlerin sinyal iletim
kaskadlarin1 dogrudan etkileyerek otofajiyi duzenler. Blylme veya yiksek besin
kosullarinda aktif olan mTORC1, ULK1 kinaz kompleksi (ULK1, mAtg13, FIP200,
Atg101) ile etkilesim halindedir. ULK1 ve mAtgl3’i fosforlayarak ULK1 kinaz
kompleksinin membrani hedeflemesini engeller. Aclik kosullarinda ise inaktif olan
mTORC1 ULK1 kinaz kompleksinden ayrilir. Serbest kalan ULK1 kinaz kompleksi
mALtgl13 ve FIP200’U fosforlayarak otofaji indiiksiyonunu baslatir. TORCZ1’in birgok
sinyal yolag: (zerinden otofajiyi diizenledigi bilinmektedir. Ornegin adenozin
monofosfatin aktive ettigi protein kinaz (AMPK) molekilinin katildigr yolak
otofajiyi aktive ederken protein kinaz B (Akt) Uzerinden giden yolak otofajiyi
baskilamaktadir. Memeli hucrelerinde AMPK, TORCY1’i ya dogrudan inhibe ederek
ya da TORCL’in bir Ust efektoér molekili olan tuberous sclerosis 2(TSC2)’yi aktive
ederek negatif olarak duzenler. Protein kinaz A (PKA) ve TOR yolaklarinin sirasi ile
karbon ve nitrojen kaynaklarmi algilayan ve birbirine paralel seyreden iki yolak
oldugu dustnilmekteydi. Ancak yapilan calismalar bu iki yolak arasinda bir
konusma oldugunu gostermistir. Memelilerde PKA, TORCZL’in alt Unitesi olan
PRAS40’1 fosforlayarak aktive olmasmi saglar. Ayrica AMPK’y: fosforlayarak
inaktive olmasina neden olur ki bu da dolayli yoldan TORC1’in aktive olmasini
saglar. PKA ayrica LC3’0 dogrudan fosforlayarak veya otofajiyi inhibe eden
TORCY’i aktive ederek otofajiyi negatif olarak dizenler (sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Otofaji ve TOR kompleksi (Klionsky 2011).

Memelilerde bulunan TORCZ1’in substrati olan S6K1, otofajinin pozitif
dizenleyicisidir. Akt, TOR sinyal yolaginda bulunan TSC1-TSC2 kompleksinin
negatif dizenleyicisidir (Klionsky 2011, Floto, Sarkar ve ark., 2007). mTOR besin
kosullarmin degisimine cevap olarak gesitli hiicre islevlerini kontrol eder. Ozellikle
MTOR kompleks 1 (mTORC1) Rag GTPase, Rheb ve Vps 34’e ihtiya¢ duyar.
Hucresel enerji homeostazinin anahtar dizenleyicisi AMPK’dir ve enerji seviyeleri
AMPK tarafindan algilanir. Distik enerji durumlarinda AMPK aktive olur ve aktive
olan AMPK, TSC1/TSC2 ve Rheb proteinleri yolu ile mTORCY’i inaktive eder.
mTORC1 inaktivasyonu otofaji indiiksiyonu igin cok dnemlidir ve otofajide merkezi
bir rol oynar. Amino asit sinyaline ek olarak hormonlar, bliylme faktorleri ile birlikte
Bcl-2, ROS, kalsiyum, BNIP3, p19ARF, DRAM, kalpein, TRAIL, FADD, IP3’ln
otofajiyi dizenledigi gosterilmistir. Ancak tum otofaji sinyallerinin mTOR yolagi
uzerinden calismadigi SMER’ler (small molecule enhancers of the cytostatic effects
of rapamycin) denilen molekullerin mTOR’dan bagimsiz olarak otofajiyi indikledigi

gosterilmistir (Floto, Sarkar ve ark., 2007).
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1.2.5. Otofaji ve Lipidler

Lipidler ve lipid metabolize eden enzimler otofajiyi dort temel asamada kontrol
ederler.

1.0tofaji baslamasmi negatif olarak dizenleyen mTOR yolag: ile birlesen sinyal
kaskadlarini diizenlerler. Bu sinyal kaskadinin merkezinde sinif 1 PI3K’lar ve onlarin
urtinu olan fosfatidilinositol 3,4,5 tri fosfat P1(3,4,5)P; bulunmaktadir.

2.Lipidler membrana bagli bulunan sinyallerdir. Membran deformasyonu,
genislemesi ve vezikil transportunu duzenleyen 6zel sitozolik protein efektdrlerini
toplayarak membran dinamiklerini kontrol ederler. Bu duzenlemeye en iyi 6rnek
PI3P’dir. PI3P, bu mekanizma ile otofagozomlarin biyogenezini ve olgunlasmasini
kontrol eder.

3.Amin iceren fosfolipidlerin 6rnegin PE’nin Atg8/LC3’e baglanmasi, fagoforlarin
uzamasini ve kapanmasini saglamaktadir.

4. Lipidler protein efektorlerden bagimsiz olarak lipid bilayerlerin fizikokimyasal
Ozelliklerini dogrudan etkileyerek membran dinamiklerini kontrol edebilirler (sekil
1.9) (Dall'Armi, Devereaux ve ark., 2013).

mTORC1, ortamda bulunan besine bagli olarak huicrenin cevabini (hlcre blytmesi
ve proliferasyonu) diizenlemektedir ve otofajinin anahtar KPC sensOrudur. Esit
miktarda bulunan amino asidler, glukoz ve blylime faktorleri mTORC1 aktivasyonu
icin gereklidir. Lipid enzimleri ise mTORC1 dizenlenmesi icin major bir rol
oynarlar. Besin veya mitojen varhginda sinif | PI3K driini PI1(3,4,5)P3 dolayl yoldan
mTORCL’i aktiflemektedir. Besin yoklugunda ise mTORCL sinyali kapanir ve bazi
lipidler (fosfotidil inositol 3 fosfat (PI3P), fosfatidik asit (PA) , sfingosin-1-fosfat
(SPH-1P)) otofajinin pozitif modiilatorii olarak davranirlar. Ozellikle sfingozin kinaz
1 tarafindan dretilen SPH-1-P mTORC1 inhibisyonu gergeklestirirken, smif 111 PI3K
tarafindan dretilen PI3P, fosfolipaz D1 (PLD1) tarafindan Uretilen PA ve fosfotidik
asit fosfohidrolaz (PAP) tarafindan dretilen diagil gliserol (DAG), mTORC1
aktivitesini duslrirler ve otofaji aktivasyonunu module eden membran olusumu
sinyalizasyonunu kontrol ederler. PI3P ve PA’nin mTORCL1 regilasyonunda

antagonistik bir etkisi vardir: amino asit 6nce cekilip daha sonra ortama tekrar
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eklendiginde PI3P uretimi ve PLD1 aktivasyonu artar. Lokal olarak sentezlenen PA

mTORC1’e dogrudan baglanir ve lizozomlarda toplanmasmi ve sinyali yeniden

olusturmasini saglar.
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Sekil 1.9. Lipidler ve lipid metabolize eden enzimler ve otofaji kontroll (Liu ve Czaja 2013).

Normal buylime kosullarinda seramid, amino asit ve glukoz gibi besinlerin
tastyicilarmi durdurarak ve mTORC1’un bir Gst asamasindaki sinyali durdurarak
(Akt/PKB) otofaji aktivitesini arttirir. Bir lipid kinaz olan PIKfy ve triini P1(3,5)P;
mMTORC1’e baglanir ve insulin ve amino asidin ortama eklendigi durumlarda
reaktivasyonunu dizenler (Dall’Armi, Devereaux ve ark., 2013). Otofagozom
olusumu izolasyon membran toplanmasi, uzama ve tamamlanma adimlarindan
olusmaktadir. Memelilerde smif 111 PI3K kompleksi izolasyon membrani
toplanmasinda 6nemli iken smif | PI3K yolagt mTOR ve PKB kaskadlarinin
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aktivasyonunu saglayan insilin yolag: Gzerinden otofajiyi dizenler. Smif 11 PI3K
(Vps34), Beklin-1ve p150 ile iliskiye girer ve smif 11l PI3K kor kompleksini
olusturur. Fosfatidilinositol -3-kinaz (PI3K) /AKT/ mTOR yolagi buyime
faktorinln stimile ettigi glukoz almimi ve metabolizmasinin kontrolinde ¢ok
onemli bir rol oynar. PI3K, fosfatidilinositol (P1)4,5 bifosfatin (P1P2) fosforlanarak
P13,4,5 trifosfat (PIP3) olmasini Kkatalizler. Blylme faktorl sinyalleri alindiginda
PIP3 toplanir, Akt’in birikmesini ve fosforlanmasini saglar (sekil 1.10).
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Sekil 1.10. PI3K sinif I, siif 11, mTOR kompleksi ve otofajinin diizenlenmesi.

Aktive olan Akt protein translasyonunu, glukoz metabolizmasimi koruyarak ve
otofaji ve apoptozu inhibe ederek, metabolizmay: bircok yoldan destekler. Akt,
blytme faktorinun stimule ettigi glukoz aliniminda ve hiicre yiizeyinde Glut |
yerlesmesiyle gerceklesen glikolizisde oldukga 6nemlidir. Hekzokinazlarin
aktivitesinin  arttirilmasin1  ve  yerlesimlerinin - dogrulugunu kontrol ederek
fosforilasyonlarimi desteklerken glukozun katabolizmasini da kontrol eder. Akt ayni
zamanda pentoz fosfat yolagi (Pentoz Fosfat yolagi, PPP) ile de glukoz
metabolizmasini aktive eder. Bu yolak da tretilen NADPH ve ribontkleotidler
hlcresel redoksu, lipid ve nlkleik asit sentezini kontrol ederler. Buna ek olarak Akt,
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yag asitleri gibi hticre ici bilesenlerin katabolizmasimi baskilar (Wang, Eno ve ark.,
2011, Altman ve Rathmell, 2012).

Mitokondri ve diger organellerin, protein agregatlarinin, sitoplazmanin, uzun
yasayan proteinlerin otofajik degredasyonu hicrelere oldukca buyik enerji
saglamaktadir. Lizozomlar ile birlesen otofagozomlarda meydana gelen sindirim
sonucu acgiga cikan amino asidler ve serbest yag asitleri sitozole donerek
mitokondrial oksidasyona ugrarlar (Altman ve Rathmell 2012). Bu metabolik strateji
biyoenerjinin uzun dénemde korunmas: icin oldukca etkilidir. Oyle ki membranlarin
fosfolipid tabakasmin bir bileseni olan uzun zincir yag asidi palmitatin tek bir
molekuliniin katabolizmasinin tamamlanmasi ile 104 ATP elde edilebilirken tek bir
molekil glukozdan 31 ATP elde edilir. Ayni sekilde amino asidlerin metabolizmasi
ile biylk miktarlarda ATP elde edilmektedir.

1.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER) fosfolipidler, kolesterol, steroidlerin biyosentezi,
glikojen degredasyonu, detoksifikasyon reaksiyonlarini duzenlemek ve hiicre ici
kalsiyum iyonu (Ca*®) homeostazimi saglamanin yaninda protein katlanmasi,
maturasyonu, kalitesinin kontrolii ve trafigini kontrol eden bir organeldir (Jager,
Bertrve ve ark., 2012). Gulikoz yoksunlugu, bozulan kalsiyum regulasyonu, viral
enfeksiyon ve hipoksi protein katlanmasmi degistirebilir ve ER stresini tetikler.
Normal kosullarda htcreler mokekiler saperonlari, Kkatlayicilari ve lektinleri
kullanarak proteinlerin dogru katlandiklarindan emin olurlar (Naido 2009). Dogru
katlanma gerceklesmediginde yanlis katlanan proteinler ER iliskili degredasyon
(ERAD) yolagmin hedefi haline gelirler. Eger katlanmamis ya da yanhs katlanmis
proteinler birikmeye devam ederse Okaryotlarda “Katlanmams Protein Cevabi
(KPC)” devreye girer. KPC, altinda bulunan efektorleri diizenleyerek adaptif cevabi,
geribildirim mekanizmalarin1 ve hiicrenin kaderinin dizenlenmesini kontrol eder
(Oslowski ve Urano, 2011).
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Sekil 1.11. ER stresi ve KPC (Oslowski ve Urano 2011).

ER homeostazin1 ve ER’nin fonksiyonunu degistiren kosullar ER stresinin
olusmasina neden olurlar. ER limeninde toksik ve katlanmamis proteinlerin
birikimine neden olan birgok faktdr hucrenin bitunliginin korunmasinda oldukca
belirleyicidir. Bu neden ile ER homeostazinin yeniden saglanmasi hiicre hayatta
kalimt igin ¢ok 6nemlidir. ER stresine maruz kalan hucreler birgok islemi aktif hale

getirirler. Bu islemler stresi asamadiklarinda ise hiicre 6ltimu gerceklesir (sekil 1.11).

ER stresine hiicrenin verdigi cevap KPC olarak bilinmektedir. KPC stres
durumu s6z konusu oldugunda ER nin fonksiyonlarini normal hale getirecek bir dizi
reaksiyonlar1 baglatir. Ornegin ER saperon proteinlerinin ifadelenmelerindeki artis
protein agregatlarinin olusumunu engeller ve proteinlerin dogru katlanmalar: saglar.
Ayni zamanda ER ye gelen proteinlerin miktar: translasyonun gecici olarak
durdurulmas: ile azaltilir. Bundan baska membran lipidlerinin sentezlenmesi
arttirilarak ER hacmi arttirilir. Son olarak da katlanmamis veya yanhs katlanmis

proteinlerin degredasyonu ERAD islemi aktive edilerek arttirilir (Hetz 2012).

KPC sirasinda ER homeostazindaki bozulma algilanir ve sitoplazmadan
cekirdege iletilir. Cekirdekte telafi etmeye yarayan bir cevap olusur. ER stres

algilayicilarmin biyuk bir kismi luminal, transmembran ve sitoplazmik bdlgeleri
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icerirler. Yanls katlanan proteinlerin konsantrasyonundaki herhangi bir artis luminal
sensor bolge tarafindan saptanir ve farkl sinyaller yolu ile sitoplazmaya ve c¢ekirdege
aktariir (sekil1.12) (Bravo, Parra ve ark., 2013).
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Sekil 1.12. Katlanmamis Protein Cevabinin Ug¢ efektor proteini PERK, ATF6, IRE1 (Gorman, Healy
ve ark., 2012).

Adaptasyon suresince KPC, protein katlanmasini arttiracak saperonlarin ve
proteinleri isleyecek ve Kkatlanmalarmi arttiracak enzimlerin ifadelenmesini
indikleyerek katlanma homeostazini yeniden saglamaya c¢alisir. Es zamanlh olarak
translasyon genel olarak durdurarak ve mRNA degredasyonunu dizenleyerek ER
yukinin hafiflemesine c¢alisir. Yanhs katlanan proteinlerin daha fazla birikmesi
engellenir. ER ile iligkili protein degredasyon ve otofaji proteinlerinin ifadelenmeleri
arttirilarak istenmeyen proteinlerin ortadan kaldirilmas: arttiriir. Bu cevaplar B
hicrelerinin ER stresini hafifletmede ve instlin gibi oldukca fazla miktarda uretilen
proteinlerin dogru Uretilmesi i¢in ER homeostazini saglamada oldukga dnemlidir. ER
Uzerindeki stres durduruldugunda KPC geribildirim kontrol mekanizmalarini
kullanarak KPC ana dizenleyicilerini ve onlarin altindaki faktorleri kapatir boylece

KPC’nin hiicreye zarar verecek olan hiperaktivasyonu durdurulmus olur. KPC ayni
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zamanda hayatta kalma ve 6lum faktoérlerinin ifadelenmesini veya aktivasyonunu da

diizenler (Oslowski ve Urano 2010).

Su ana kadar i¢ kolu ortaya cikartilmis olan KPC cesitli stres sinyal
sistemleri ile birlikte ¢alisir. Bu sistemler arasinda JNK-AP1, oksidatif stres ile
aktive olan yolaklar, lipit ve glukoz metabolizmasinda rol alan yolaklar sayilabilir ve
tim bu yolaklar metabolizmay: etkilemektedir. Okaryotik hiicrelerde KPC, ER
membran ile iligkili G¢ protein; cift zincir RNA ile aktive edilen protein kinaz (PKR)
benzeri ER kinaz (PERK)), inositol gerektiren enzim (inositol requering enzyme
1,(IRE-1)) ve aktive edici transkripsiyon faktor 6 (activating transcription factor 6,
(ATF6)) tarafindan kontrol edilmektedir. Stres olmayan durumlarda PERK, IRE1 ve
ATF6 transmembran proteinleri Bip/GRP78 saperonuna limen igi bolgeleri ile (IRE1
ve PERK amino terminallerinden ATF6 karboksi terminalinden) baghdirlar. ER’da
stres olustugunda PERK ve IRE1 Bip/GRP78’den ayrilir oligomerizasyona ugrar ve
aktive olurlar. ATF6 ise golgiye gecer ve serin proteazlar tarafindan kesime ugrar ve
transkripsiyon faktor olur. PERK ve ATF6 kollarinin IRE1’den daha Once aktive
edildigi dustunilmektedir (Szegezdi, Logue ve ark., 2006). PERK ve ATF6 yolaklar1
genellikle yanlis katlanmaya karsi ER adaptasyonunu saglamaya calisirken IRE1’in
iki yonli rolii vardir; hem hayatta kalma hem de pro-apoptotik sinyalleri organize

etmektedir.

1.3.1. Cift Zincir RNA ile Akive Edilen Protein Kinaz (PKR)-Benzeri ER Kinaz
(PERK)

KPC’nin PERK kolu ilk defa memeli pankreatik islet hiicrelerinde gdsterilmistir.
ER’de yanhs katlanmis ya da katlanmamis protein birikimi oldugunda hem
prosurvival hem de proapoptotik sinyalleri yonetir. PERK’in  hucresi
proliferasyonu ve gelisimini diizenledigi de gosterilmistir. Farelerde PERK’in doku
Ozgul ve hicre 0zgil susturularak yapilan cahismalar fetal ve neofetal p hicresi
proliferasyonu ve farklilasmasinda agir hasarlara, B hicre kitlesinin oldukga

azalmasina, proinsulin trafigi ve insulin salgilanmasinda hatalara ve diyabete neden
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olmustur (Zhang, Feng ve ark., 2006). Ancak en 6nemli fonksiyonu translasyonu
moduile etmektir. PERK tip | transmembran proteindir bir ER luminal stres algilayici
bolgesinden ve bir sitosolik protein kinaz bdlgesinden olusur. N terminalinde baglh
bulundugu BIP’den ayrilmas: ile dimerize olur ve T981 bolgesinden
otofosforilasyona ugrar. Aktive olan PERK serin 51°’den elF2a’y1 fosforile eder
boylece ucli kompleksin olusumunu yavaslatarak protein translasyonunu durdurur,
ERAD sistemi ile ER’de biriken proteinler temizlenir bu sirada hayatta kalmay:
saglayan genlerin ifadelenmesi gerceklesir. Ornegin PERK aktivasyonu ile apoptoz
hlcresel inhibitort (cl AP) ifadelenmesi indiklenir. Protein translasyonundaki azalma
evrensel degildir. 5’UTR bolgelerinde dahili ribozom giris bdlgesi (internal ribosome
entry site, IRES) iceren genlerin translasyonu devam eder. Boylelikle elF2a
fosforilasyonu ATF4, ATF5, cat-1 gibi bazi transkriptlerin translasyonuna engel
olmaz (Back, Kang ve ark., 2012). ATF4 bir transkripsiyon faktordir ve apoptoz
(CHOP, C/EBP homolog protein), ER redoks kontrol (ERO1, endoplazmik retikulum
oksidoreduktin), GADD34 (growth arrest ve DNA damage 34), glukoz
metabolizmasinda ( fruktoz 1-6 bi fosfat; glikokinaz, fosfoenolpruvat karboksikinaz)
rol alan bazi genlerin ifadelenmelerini kontrol eder (Hotamisligil 2010). Bu nedenle
genel mRNA transkriptlerinin translasyonunu saglarken bazi mRNA transkriptlerinin
translasyonel aktivasyonunu gergeklestirmesi ER stresine karsi gerceklesen KPC

aracilikli adaptasyon yolaklarinda PERK’i énemli bir bilesen yapmaktadir.

PERK bir luminal bolge bir de serine/threonin kinaz aktivitesi gosteren
sitoplazmik boélge tasimaktadir. Tip | transmembran proteinidir ve buyuk bir C-
terminal bolgesi kismen daha kiigiik N-terminal bolgesi ile baglanmistir. C-terminal
bolgesi 7 a- helikazdan ve 5-B zincirinden olusur. Thr980 bdlgesinden olan
fosforilasyon aktivasyon lopunu stabilize eder ve elF2 o baglanma bolgesi aG heliks
bolgesindedir (sekil 1.13) (Cui, Li ve ark., 2011).
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Sekil1.13. ER stres durumunda PERK aktivasyonu (Hetz 2012).

KPC’nin aktif olmadigi durumlarda BIP/GRP78 PERK luminal bélgesine
baglidir. Katlanmamus protein birikimi oldugunda BIP/GRP78 PERK’den ayrilir ve
bu baglantmin kopmas: ile dimerize olan PERK aktif hale gelir. BiP/GRP78 fazla
ifadelenmesi bu aktivasyonun azalmasina neden olur. ER stres PERK’in protein
kinaz aktivitesini ve elF2a fosforilasyonunu arttirir. Bunun sonucunda da elF2a-
GDP den elF20-GTP degisimi inhibisyona ugrar. elF2a-GTP aktif 43S translasyon-
baslatict kompleksin olusumu icin anahtar bir bilesendir boylelikle PERK yolagi
genel mRNA taranslasyonunu durdurmus olur. Genel protein sentezini durdurmasi
ve ER’nin yikina hafifletmek yaninda PERK, KPC transkripsiyonel aktivasyonuna
da katilir (Bravo, Parra ve ark., 2013).

Nrf2 transkripsiyon faktéri PERK’in substratidir.  Stres altinda olmayan
hicrelerde Nrf2, Keapl ile bagh bir sekilde sitoplazmada bulunur. PERK aracilikli
fosforilasyon Nrf/Keapl kompleksinin ayrilmasini saglar ve Nrf2 cekirdege gecer.
ER stresindeki roliinden baska PERK ayni zamanda besin yoksunlugu, hipoksi ve
radyasyon kosullarinda bir hayatta kalma mekanizmasi olarak otofajide de énemli bir
rol oynar. Bu iki dnemli fonksiyon PERK’in buyume ve hayatta kalmay:1 kontrol

etmesine izin verir (Rzymski, Milani ve ark., 2010).
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Homeostaz yeniden saglandiginda henuz tam olarak aydinlatilamamis bir

mekanizma ile PERK defosforile olur (Bravo, Parra ve ark., 2013).

PERK aktivitesi elF2 o defosforilasyonu ile azaldig1 sirada ATF4 Uzerinden
gerceklesen CHOP aktivasyonu bir geribildirim mekanizmas: olusturur. Bu
mekanizmada buyumeyi durduran ve DNA hasari ile indiiklenen 34 proteini (growth
arrest ve DNA damage inducible 34, GADD34) ve PP1C fosfotaz kompleksi
birlesimi ile translasyon durdurulur. Bir kalsiyum bagimli fosfataz olan kalsineurin
(CN) PERK ile etkilesime girerek aktivitesini arttrrken p58'™" PERK aktivitesini
azaltir (sekil 1.14).
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Sekil 1.14. PERK geribildirim mekanizmas: (Hetz 2012).

2.3.2 Inositol Gerektiren enzim-1 (Inositol — requiring enzyme 1, IRE-1)

IRE1, ER membraninda lokalize tip | transmembran endoniikleazdir ve iki izoformu
vardir:IREL o ve IRE1 B . IRE1 adaptif cevaplar: dizenleyen simdiye kadar en fazla
korunmus olan ER stres reseptorudur (Connor 2001). IRE1 iki fonksiyonlu bir
molekildur. Sitoplazmik kisminda bir serin- threonin kinaz bdlgesi ve C-terminal

endoriboniikleaz domain bulunmaktadir. IRE1 aktivasyonu ile GRP78’den ayrilr,
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oligomerizasyona ugrar ve kinaz domainlerin transotofosforilasyonu gergeklesir.
RNaz domainin en 6nemli gorevi intron bolgeleri ¢ikartilmamis formda bulunan ve
bir 16sin fermuar yapist iceren transkripsiyon faktor olan XBP1 mRNA’sindan
(XBP1u,unspliced) 26 nikleotidlik intron bolgelerini ¢ikararak intronsuz formdaki
XBP1 (XBP1s) olusmasini saglamasidir. XBP1, oldukca aktif olan bir transkripsiyon
faktordur. ER katlanma kapasitesini diizenleyen dnemli bir dizenleyicidir (Shaffer
2004). XBP1s, ER saperonlari, ERAD da gorevli proteinleri ve fosfolipid
biyosentezinde gorevli proteinleri sentezler. Fosfolipid biyosentezi ER membraninin
genislemesine neden olur. Bu genisleme KPC’nin yapisal belirtecidir. IRE-1, ER
membraninda bulunan mRNA’lar1 degrade eder bdylece ER limenine giren
proteinleri azaltir. XBPu bir transkripsiyon faktor olarak degil XBP1’in negatif
kontroliinde rol almaktadir. XBP1’in ¢ekirdekten c¢ikartilip proteozom yolu ile
yikilmasini saglamaktadir. Ayrica XBPu peptidi Gzerinde bulunan bir hidrofobik
bolge ile ribozoma tutunmus halde bulunan kendi mRNA’smi1 ER membranina
tasiyarak IREla tarafindan kesilip XBP1s Uretilmesini saglamaktadir. XBP1’den
intron bdlgelerini c¢ikartmak fonksiyonunun yani sira kronik ER stres kosullar:
altinda IRE1, proapoptotik c-Jun N —terminal kinaz (JNK) sinyal yolagini da aktive
eder TRAF2’nin toplanmasina buna baghh olarak da ASK1 ve kaspaz 12
aktivasyonuna ve B hicresi lenfoma -2 (Bcl-2) ailesi Uyeleri ile etkilesime girerek
hiicresel fonksiyon bozukluguna ve apoptoza neden olur (Back, Kang ve ark., 2012).
IRE-1’in insulin biyosentezinde anahtar bir rolu oldugu da gOsterilmistir. Akut
yuksek glukoz kosullarinda IRE1 aktive olur ve proinsilin biyosentezini arttirir.
IRE1 sinaylindeki bir bozulma proinsilin biyosentezinde bir baskilanmaya neden
olmaktadir (sekil 1.15) (Oslowski ve Urano 2011).
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Sekil 1.15. ER stresi durumunda IRE-1aktivasyonu (Hetz 2012).

Yapilan ¢aligsmalar ER stresinden bagimsiz, deneysel olarak IRE1 sinyalizasyonunun
arttirilmasinin hiicre hayatta kalimini arttirdigi gosterilmistir (Lin, Li ve ark., 2007).
ER stresi suresince IRE1, PERK’den daha 6nce kapatilir bu nedenle IRE1’in hucreyi
koruyucu fonksiyonu PERK sinyalizasyonu devam ederken sonlanir. IRE1’in
aktivitesi etkilesimde bulundugu bazi proteinlerden etkilenmektedir ki bu protein
kompleksine KPCozom denilmektedir (Gorman, Healy ve ark., 2012).

IRE1 katlanmamis proteinleri ER lumenindeyken algilar. Bu algilama ile
reseptor oligomerizasyonu ve sitozolik efektor bolge transfosforilasyonu gergeklesir.
Sitozolik bélge ayn1 zamanda boélgeye 6zgu endoriboniikleaz aktiviteye sahiptir.Bu
fonksiyonu ile XBP1 mRNA’s1 Uzerinde bulunan intronlarin ¢ikartildig: 6zgil bir
kesim yapar. Mayalardaki ortologu Hacl olan XBP1, basit I6sin fermuar
transkripsiyon faktordir KPC’yi diizenleyen genlerin promotoruna baglanir. IRE1
aracilikli gerceklesen intronlarin c¢ikartiimas: islemi ile C terminal bdlgesi yer
degistirir ve boylece ubikuitin bagimli degredasyona daha direncli hale gelir. Memeli
hicreleri IREL’in yapisal benzerlik gdsteren ancak fonksiyonlari farkli olan iki
paralog Uyesini tasimaktadir: IRE1la ve IRE1p. ER stres kosullarinda IREla, XBP1
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mRNA’sindan intronlarin ¢ikartiimasmi katalizlerken IRE1f, 28S rRNAnin alana
0zgu kesimini ve tranlasyonel duraklamay: diizenlemektedir. IRE1a’min tek hedefi
XBP1 degildir. XBP1’den baska 13 farkli mRNA daha IREla tarafindan kesime
ugramaktadir (RIDD, regulated IRE1 dependent decay) (Oikawa, Tokuda ve ark.,
2010). IREla kendi ifadelenmesini yine kendi mRNA’smi keserek kontrol

etmektedir (Bravo, Parra ve ark., 2013).

IRElo’mn ER stresini algilama kapasitesi BiP/GRP78’den ayrilmasina ve
katlanmamis proteinler ile dogrudan etkilesimine baglhidir. IRE1a regulasyonunun iki
adim modeline gore, IRElo’nin BiP/GRP78’den ayrilmas: oligomerizasyonu,
katlanmamig proteinlere baglanmas: ise IREla’nin aktivasyonunu saglamaktadir.
Yapilan ¢alismalar IREla’nin aynt zamanda membran yapisindaki degisikligi de

algiladigini gostermektedir (Promlek, Ishiwata-Kimata ve ark., 2011).

IRElo’min aktivasyonunda baska proteinler de katilmaktadir. Proapoptotik Bcl-
2 ailesi uyeleri Bax ve Bak, IREla’nin sitozolik bolgesinde bir protein kompleksi
olusturarak aktivasyonunda rol almaktadirlar. Bax inhibitori 1 (BI-1) ER’de
bulunan bir proteindir ve IREla’ya baglanarak endoribonikleaz aktivitesini azaltir
(Madeo ve Kroemer 2009).

IRELla, TNF reseptor iligkili adaptor protein (TNF reseptor —associated adapter
protein, TRAF2)’yi toplayarak JNK aktivasyonunu saglamaktadir. ER stresi ile
olusan bu aktivasyon icin MAP3K, ASK1 ve ASK1-JNK sinyal yolaginda bir iletici
olan ASK1 ile etkilesen protein (ASKL1 interacting protein 1, (AIP1))’de rol
almaktadr. JNK aktivasyonu hticre olimui ile iliskilidir ve ayn1 zamanda c-Jun
aktivasyonu, GRP94 ifadelenmesini arttirmak yoluyla da hiicre hayatta kalimimi

promot etmektedir.
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Sekil 1.16. IRE-1 geribildirim mekanizmasi.

Hicre metabolizmasmin  6nemli  modulatorleri  IREla  yolagini da
dizenlemektedir. Yapilan son calismalar hem XBP1’den intron bdlgesinin
¢ikartilmasinda hem de JNK aktivasyonunda mTORC1 yolaginin kontroli oldugunu
gostermektedir (Kato, Nakajima ve ark., 2012). PKA tarafindan fosforlanan IREla
glukagon aracilikl: ifadelenen glukoneogenik genleri kontrol eder. PI3K’1n represif
dizenleyici alt tnitesi olan p85, XBP1 ile iliskiye girerek cekirdege gecisini ve
transkripsiyonel aktivitesini arttirir (sekil 1.16).

IRE1 o, (KPC)-osom denilen bir dinamik makromolekiler kompleks iginde
toplanir. Bu kompleks hicre icine iletilecek sinyallerin kinetigini kontrol eder.
KPCosoma baglanan bazi kofaktorler ( BAX, BAK, AIP1, HSP72, MAP iliskili
proteinler) bu aktivitenin artmasmi saglarken bazi proteinler ( BAX inhibitoér 1 ( Bl-
1), receptor for activated C kinase 1(RACK1), protein phosphatase 2A (PPA2A) bu
aktivite Uzerinde inhibitdrik etki yaratmaktadir. XBP1s’in fonksiyonu bazi post
translasyonel modifikasyonlar ile kontrol edilmektedir. XBP1s’in p85 o ile
etkilesimi XBP1s’in aktivitesini arttirrken XBP1s- XBP1lu etkilesimi XBP1s
degredasyonuna neden olmaktadir.
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2.3.3. Aktive edici transkripsiyon faktor 6 (Activating transcription factor 6),
ATF6

ATF6, 670 aminoasitten olusan, endoplasmik retikulum tip Il transmembran
glikoproteinidir, NH; terminal domaini sitosoliktir. Elektroforetik mobilitesi 90kDA
(P9OATF6) olan bu protein katlanmamis protein cevabinin anahtar transkripsiyon
faktorlerinden birisidir. ATF6, 16sin fermuar protein ailesinin bir Uyesidir ve
endoplasmik retikulum stres cevap elementi (ERSE) olarak hareket eder. NH,
terminal domainin 370-380 aalik kismi transkripsiyon faktordir bu bdlgeyi 21 aalik
transmembran domain ve 270 aalik ER limenine bakan ekstrasitoplazmik kisim
takip eder. ATF/CREP transkripsiyon faktorleri ailesi Uyesi ATF6’nin iki adet
izoformu gosterilmistir.  ATF6a (90kDa) ve ATFP/G13/CREB-RP (110kDa).
Luminal bolgede ATF6a isoformu iki adet (GLS1 ve GLS2), ATFp isoformu bir adet
(GLS2) olmak tizere Golgi lokalizasyon sinyalleri tasimaktadirlar (GLS) (sekil 1.17).
Bazal kosullar altinda ATF6, ER membraninda BiP/GRP78 ve kalretikuline baglidr.
ER’da katlanmayan protein biriktiginde proteolitik olarak kesime ugrar. Membran
icinde gerceklesen proteolizis islemi ile sitoplazmik bolgeleri ayrilir. ATF6, COPII
vezikdlleri ile golgiye tasiir ve serin proteaz site | proteaz (SP1) ve metalloproteaz
site 2 proteaz tarafindan kesime ugrayarak aktif transkripsiyon faktor olarak
cekirdege gecer (Kim, Kim ve ark., 2012). G13/CREB-RP (G13) geninin drini
ER’de bulunan tip Il transmembran glikoproteindir. ATF6a ile gosterdigi yiksek
homoloji nedeni ile ATF6B denmistir. Homodimer olarak ya da ATF6a ile
heterodimer olusturarak ER stres cevap elementlerine (ERSR) baglanarak KPC
hedef genlerini aktive eder ancak ATF6B’nin transkripsiyon 0zgullugu ve aktivitesi
cok dusuktur. Daha ¢cok ATF6a aracilikli gerceklesen ERSR gen indiksiyonunun

represord gibi davranir (Wang ve ark., 2011).
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Sekil 1.17. ER stres durumunda ATF6 aktivasyonu (Hetz 2012).

ATF6, ER stresine cevap olarak aktive oldugunda cekirdege gecer ve ER
stres elementleri (ERSE I,ERSE I1), KPC elementleri (KPCE;GRP78,GRP94),
CAMP cevap elementleri (CRE) promotorlarina baglanarak genlerin ifadelenmelerini
kontrol eder. ERAD ve EDEM (ER degradation enhancing- o mannosidase-like
protein) katlanmamis proteinlerin temizlenmesine yardimci olur. XBP1 mRNA
regulasyonuna ek olarak ATF6, XBP1 proteini ile dogrudan etkilesime girerek KPC
kalite kontrol genlerini hedef alir (Kim, Kim ve ark., 2012).

Son dénem yapilan ¢calismalar birden fazla ATF6a ile benzer proteinler ortaya
cikartmustir ki bu bilgide geleneksel 3 kollu KPC modelinin tamammin hendiz ortaya
konamadigmi gostermektedir. Su ana kadar 5 protein Luman (Creb3) , Oasis
(CREB3L1), BBF2H7 (CREB3L2), CREBH(CREB3L3), ve Tisp40 (CREB3LA4)
tanimlanmistir. Tim bu proteinler ATF6a ile yiksek dizi benzerligi gostermektedir:
bir transmembran bdlgesi ve onun yaninda korunmus bir b-zip bolgesi. ATF6a ile
benzer sekilde ER’ye capalidirlar, belli bir stimilasyonda cevap olusturmak icin
golgiye gecerler ve SP1 ve SP2 tarafindan proteolitik kesime ugrarlar. ATF6o ya
benzerlikleri yaninda aktive eden stimilasyon, doku dagilim: ve baglandiklar: cevap

element farkhiligi bu faktorlerin her birinin KPC dlzenlenmesine 0zel gorevleri
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oldugunu gostermektedir. Ornegin CREBH lipopolisakkarid ve sitokinlerin
indlkledigi inflamatuar stimulasyona akut faz cevabi olarak serum amyloid, serum
amyloid P bilesenleri, C reaktif protein dretimini stimule edebilir (Hotamisligil
2010).

ATF6’nin N-terminal fragmenti, pSOATF6, cekirdege gecer ve saperonlar
BiP/GRP78 ve GRP94, transkripsiyon faktérler CHOP, XBP1 ve p58IPK/DNAJC3,
Herp, SERCA gibi diger proteinlerin ifadelenmelerini kontrol eder. ATF6 ayni
zamanda XBP1’den bagimsiz olarak ER’nin hacminin artisin1 ve kronik ER stresine

kars1 hiicrenin adaptasyonunu da dizenler (Bommiasamy 2009).

ATF6 nn iki izoformunun KPC’de birbirlerine zit olarak ¢alisan rolleri vardur.
ATFB, ATF6a sinyalinin transkripsiyonel represorudur bu neden ile KPC’nin bu
kolunun negatif regulatorudur. ATFB’nin aksine ATF6a N terminal bdlgesinde bir
transaktivasyon bolgesi (transactivation domain, TAD) tasimaktadir. Bu bdlge ile
ATF60’nin transkripsiyon aktivitesi ve ubikuitin proteozom sistemi ile degredasyonu
artmaktadir ( Thuerauf 2002). In vitro DNA etkilesim cahsmalari ATFB’nin
Bip/GRP78 promotor bolgesindeki konsensus dizilerine baglanarak ATF6a’nin
baglanmasin1 engelledigini gostermistir. Daha 0Once yapilmis olan calismalar
ATFp’s1 susuturulmus hucrelerin tunikamisinin indlkledigi ER stresine karsi daha
hassas oldugunu gostermistir. KPC slresince ATF( seviyesi ATF6a cevabinin
stresini ve yogunlugunu dizenlemektedir (Thuerauf 2007). ATFB’nin represor
etkisi glikosilasyona baglidir. Glikosillenmemis ATFpB kesilmez, ER membraninda
kalr ve bu neden ile bir represor olarak gorev yapamaz (Guan 2009). ATF6a
oldukgca etkili ancak belirli bir sure aktif olan transkripsiyon faktordir. Katlanmamis
proteinlerin artisgina cevap olarak transkripsiyonel aktivitesi artar ve sadece

proteozomal olarak degrade edilir (Thuerauf 2002).

Kalretikulin (CRT), glikozilasyonlanmis bir sekilde ATF6 ile birlikte ER’de
bulunmaktadir ve bu inhibitorik baglanma ER stresi durumunda ortadan kalkar,
ATF6’nin ER’den golgiye gecisi gerceklesir. ER’nin redoks durumundaki degisim

ATF6’nin  ER luminal bolgesindeki sistein rezidularinin azalarak baska
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modifikasyonlara ugramas: ic¢in hizlica golgiye ge¢cmesini saglamaktadir. Bir
transmembran protein olan Wolfram syndroml (WFS1) ATF6 ile baglandiginda
ATF6’nin  proteozomal degredasyonuna neden olurken PERK bilinmeyen bir
mekanizma (zerinden ATF6’nin golgiye gecisini hizlandirmaktadir.  ATF6’nin
sitozolik fragmentinin (ATF6f) aktivitesi ve 0zgullugu ve buna baglh olarak da hedef
genlerinin kontrolii nuklear faktor Y (NF-Y), YY1, TATA- baglanan protein (TBP)
ve XBP1 gibi transkripsiyon faktorleri ile etkilesimine baghidir (sekil 1.18).

i o
L ER stress

={ZGGEQE lumen
MNE-Y, YY1, l ;
TBP and
XBP1s
¥

Sekil 1.18. ATF6 geribildirim mekanizmast.

2.3.4 Pankreatik p Hucre Fizyolojisinde Otofajinin Rolu

Pankreatik [ hucrelerinde oksidatif strese bagli gelisen hiperglisemide olusan

ubikuitinlenmis protein agregatlarinin otofaji ile uzaklastirildiklar: gosterilmistir



34

(Kaniuk, Kiraly ve ark., 2007). Ayrica biriken protein agregatlarmin hticrelere hasar
verdigi bilinmektedir. Bu iki bilgiden yola ¢ikilarak otofajinin f hicresinin hayatta
kalma ve olimuni dizenledigi sonucuna varilmaktadir. Ancak otofaji ve B hucresi
arasindaki dogrudan iliski hentiz gosterilememistir. Bu iliskiyi ortaya koymak adina
B hucrelerinde otofajik aktiviteleri bozulmus olan bir hayvan modeli ile ¢alisiimistr.
Atg7 floxed fare (Atg7™) (Komatsu, Waguri ve ark., 2007) RIP-Cre fare ile
caprazlandiginda B hiicresine 6zgli  Atg7 susturulmus fare  (Atg7P)
olusturulmustur. Atg7 E1- benzeri bir gendir ve otofagozomlarin olusumu ve
tamamlanmasi i¢in 6nemlidir. Atg7***! fare 6nemli Olclide hiperglisemi, glukoz
intolerans1 ve hypoinsulinemi gostermektedir (Jung ve Lee 2010). Morfolojik
analizler B hucresi Kitlesinin azaldigini, B hicrelerinde Olimun arttigmi ve bu
hicrelerde proliferasyonun azaldig: gorilmastir. B hiicre Kitlesi azaldig i¢in instlin

miktarinda da azalma olmaktadur.

Atg7*"*! farelerinden pankreatik isletler izole edildiginde ve ex vivoda
glukozun stimule ettigi instlin salinimini arastirmak icin glukoz ile stimule edilip
kontrol ile karsilastirildiginda Atg7-Pe! B hicrelerinin insilin salgisinin dnemli
6lciide azaldigi gdzlemlenmistir. Buna ek olarak sitozolik ([Ca*?]s) kontrollere

oranla oldukga fazla bozuldugu gorulmistir (Jung ve Lee 2010).

Suda ¢Ozinen, kisa 6murld ubikuitinlenmis proteinler proteozomal yolak ile
uzaklastirilirken suda ¢Oziunemeyen veya uzun Omirlu fazla ubikuitinlenmis
proteinler otofajik yolak ile uzaklastirilirlar. Otofaji mekanizmasi ¢alismayan 3
hicrelerinde yapilan immunohistokimyasal ¢alismalar hticreler icinde fazla miktarda
ubikuitinlenmis inkulizyon cisimcikleri oldugunu goOstermistir. Buna ek olarak
poliubikuitinlere baglanan protein p62 ve otofajinin spesifik substratlarinin bu
hicrelerde biriktigi gosterilmistir. Kofokal immunoflorosan mikroskopi ubikuitin ve
p62’nin ayn inkulizyon cisimciginde birlikte lokalize oldugunu géstermistir (Jung
2010). Bu nedenle otofajisi bozuk olan [ hucrelerinde olusan buyuk inkilizyon
cisimciklerinde ubikuitin, p62 ve dejenere proteinler bulunur. Normal hiicrelerde

veya [ hucreleri gibi otofajisi bozuk hicrelerdeki inkulizyon cisimciklerinin
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patofizyolojik rolleri halen arastirilmay: beklemektedir (Komatsu, Waguri ve ark.,
2007).

Elektron mikroskobu kullanilarak ortaya ¢ikartilan sonucglara gore; Atg7-Peel!
farelerin B hiicreleri normal B hticrelerine oranla belirgin 6lgude az instlin granlleri
icermektedir. Elektron mikroskobu analizlerinde daha dusiik buytitmede bakildiginda
Atg7*Pe! farelerin B hicrelerindeki mitokondrion, granulli endoplazmik retikulum
ve golginin normal goériinmesine ragmen daha yuksek buytitmelerde bu organellerin

sistigi gorilmektedir (Jung ve Lee 2010).

Bu morfolojik bulgular B hucrelerinin 6limine ve fonksiyon bozukluguna
neden olan mitokondrial fonksiyon bozuklugunun ve ER stresinin olduguna isaret
etmektedir. Atg7****" farelerin B hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugunun ve kitledeki
azalmanin mitokondrial fonksiyon bozuklugu ile ve/veya ER stresi ile iligkili oldugu
distnulmektedir ¢lnkh  mitokondrion ve ER otofaji mekanizmas: ile
genglestirilmektedirler ve bu organeller B hiicrelerinin fonksiyonu ve hayatta kalimi
icin cok 6nemlidirler. Tim bu bulgular otofajinin B hucrelerinin yapisinin, Kitlesinin
ve organel fonksiyonunun korunmasinin yani sira homeostazinin korunmasinda da
¢ok dnemli oldugunu gostermektedir. Diyabet de ki otofajinin roli heniiz tam olarak
ortaya koyulamamistir. ER ve otofaji birbirleri ile oldukca yakindan iligkilidir ve ER
stresi diyabet patogenezinde ¢ok 6nemlidir. B hiicrelerindeki otofaji, ER lumeninde
katlanmamig protein birikimi ile indiiklenen ve ER stresine bir hiicresel cevap olan
katlanmamig protein cevabi ile iliskili olabilecegi dustinilmektedir (Quan, Lim ve
ark., 2012).

2.3.5. ER ve Otofaji

Su ana kadar elde edilen bulgular ER’nin otofajik isleme katildigini gostermektedir.
Bunlardan birincisi; ER, otofagozomlarin baslangic yapisi olan izolasyon
membranmin en 6nemli kaynagidir. 3D elektron tomografi ve ince kesitlerde yapilan

immuno isaretleme calismalari ER’de bulunan protein disulfit izomerazin izolasyon
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membranmin her iki tarafinda da bulundugu ve izolasyon membranmi bir sandevig
gibi smirladigmi goOstermistir.  Bu bulgu otofagozomu olusturan izolasyon
membranmin ER’nin iki membranmin arasindan koken aldigin1 gdstermektedir
(Matsunaga, Morita ve ark., 2010). Bu yap1 omegazom olarak isimlendirilir ve ikili
FYVE igeren protein-1 (double FYVE containing protein-1) omegasom belirteci
olarak kullanilir. Genellikle yanhs katlanmis veya katlanmamis proteinler
ubikuitinlenerek ve ER iliskili protein degredasyon islemi ile sitoplazmada
proteozomal bir islem ile yok edilmektedirler (Bernales, Schuck ve ark., 2007).
Ayrica yanhs katlanan protein ikinci bir sefer katlanamayabilir ve geri donen
translokasyon denilen mekanizma ile ER membranindan tekrar sitoplazmaya
gecebilir. Son hali yanhs katlanmis protein olan veya suda ¢6ziinmeyen proteinler
ERAD ile kolayca islenemezler. Bu proteinlerin olusturdugu cokeltileri
uzaklastirmanin tek yolu otofaji oldugu dustntlmektedir. ER limenindeki yanlis
katlanmis proteinler geridonen translokasyon yapmadan veya ER membranini
gecmeden iki ER membran: arasinda sikismis olan otofagozomlara dogru hareket
edebilir. Ikinci olarak; ER otofajinin 6nemli bir hedef organelidir. Bu isleme “ER-
faji” veya “retikulofaji” denilmektedir. Uclincii olarak; otofajisi bozuk B
hicrelerinde ER’nin sistigi gozlenmistir (Jung ve Lee 2010). Ogata ve arkadaslari
yapmis olduklar1 calismada ER stresi ile otofajinin tetiklendigini gostermislerdir
(Ogata, Hino ve ark., 2006).

2.3.6. ER Stresi ve Diyabet

Insulin direnci ve B hiicresindeki fonksiyon bozuklugu tip 2 diyabetin en énemli
patojenik mekanizmalaridir (DeFronzo 1979). insilin direnci ve B hiicresindeki
fonksiyon bozuklugunu agiklamak adina bircok teori ortaya atilmistir. Bununla
birlikte baz: teoriler ayn: patolojik mekanizmanin insulin direnci ve B hicresindeki
fonksiyon bozuklugunu ayni anda ¢ok basit ve daha etkili bir sekilde agikladigmi
sOylemektedir. ER stres teorisi bu teorilerden birisidir. Lipid hasar1 veya sitokinler ile
olusan ER stresi ve bunu takip eden JNK aktivasyonu insilin direncinin bir nedeni

olarak dustnulmektedir (Ozcan, Yilmaz ve ark., 2006, Back, Kang ve ark., 2012)
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ancak dogrudan ER stresine neden olan efektor molekiiller ya da lipid metabolitleri
henliz saptanamamistir. ER stresi ayn1 zamanda [ hicresindeki fonksiyon
bozuklugunda da Onemlidir. Pankreatik B hucrelerinde yogun insilin Gretimi
gerceklestiginden KPC (zerindeki yik oldukca fazladir. Bu nedenle ER stresinin
veya KPC’nin kontrolii B hiicrelerine ¢ok daha 6nemlidir. Bunun yaninda J3
hicrelerinde sadece yiiksek yogunluktaki glukoz oldugunda degil ayni zamanda
distik yogunlukta glukoz oldugunda da ER stres cevabi olusmaktadir (Back ve
Kaufman 2012). Yuksek yogunluktaki glukoz, insillin sentezinin artmasina bu da
katlanmamis protein miktarinda artisa PERK aktivasyonuna neden olur. Dustk
yogunluktaki glukoz az miktarda insilin sentezlenmesine neden olur. Bu nedenle
pankreatik B hucreleri Ozellikle obeziteyle, insilin direnci ile lipitler ve diger
fizyolojik veya patolojik tetikleyiciler ile gelisen ER stresine karsi oldukca
duyarhdirlar (Quan, Lim ve ark., 2012). ER stres veya bunu takiben JNK
aktivasyonu insulin tretiminin azalmasina, B hucresi Kitlesinin azalmasina ve hatta 8
hicresi 6lumtne neden olabilir (Kaneto 2002, Solinas 2006). Bu nedenle KPC’nin
titiz ve devamli bir sekilde kontroll, B hucrelerinin ortamdaki glukoz seviyesine
bagl olarak uygun miktarda insilin salinimi yapmasi i¢in ¢ok énemlidir. Bu neden
ile oldukca iyi kontrol edilen bu mekanizmada meydana gelecek bir hata glukoz
homeostazinin regulasyonundaki bozukluga ve B hiicrelerinde hata/6lume neden

olmaktadir.

ER stresi, KPC ve diyabet arasindaki yakin iliskiden yola ¢ikarak Quan ve
arkadaslar1 otofajisi bozuk olan [ hiicrelerinde KPC genlerinin ifadelenmelerine
bakmiglardir. Calisma sonunda otofajisi bozuk olan B htcrelerinde KPC genlerinin
hemen hemen tamammin ifadelenmelerinde azalma saptamislardir. ER stresi ve ER
stres cevabi arasindaki iligkinin daima dogrusal olmadigi, uygun KPC’nin, ER
stresine karsi adaptif bir cevap oldugu ve ER stresi ile karsilagildiginda yetersiz kalan
KPC’nin htcreler i¢in gercek bir tehlike haline geldigi daha 6nceki ¢aligmalarda
gOsterilmistir (Merksamer, Trusina ve ark., 2008). Bugin ki bilgiler isiginda
otofajinin uygun KPC cevabinda ¢ok 6nemli oldugu ve otofaji mekanizmasindaki
bozuklugun KPC cevabinin bozulmasina ve hiicreleri strese karsi savunmasiz hale

getirecegi sonucuna varilmistir (Quan, Hur ve ark., 2012).
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2.3.7. Lipotoksisite Aracihikh ER Stres

Tip 2 diyabet (T2D) gibi prevelans: gittikce artan bazi hastaliklar ile iligkili olan
metabolik faktOrler arasinda serbest yag asitleri (Free Fatty Asids, FFA) 0One
¢ikmaktadir. Ozelliklede lipidin indiikledigi pankreatik beta hiicresi fonksiyon
bozuklugu (lipotoksitite) son donemde en c¢ok tartisilan kavramlardan birisidir.
Yuksek seviyedeki FFA’nin instlin salgilanmasini bozarak apoptoz ile hicre
olimine neden oldugu gosterilmistir (Martino, Masini ve ark., 2012). Ayrica yapilan
caligmalar yiiksek glukoz varhginda yag asitlerinin insulin gen ifadelenmesini
bozdugunu da gostermektedir (Poitout, Amyot ve ark., 2010). Dislk doz glukoz
konsantrasyonlarinda yag asitleri beta oksidasyonuna ugramalart igin karnitin
palmitoil transferaz-1 (Carnitine palmitoyltransferase 1, CPT-1) enzimi aracilig: ile
mitokondriona tasinirlar. Bu tasinmanin 0nemli bir fonksiyonel sonucu yoktur.
Ancak yag asidi ve glukoz konsantarasyonlari ayni anda yikseldiginde glukozun
hicre icinde metabolize edilmesi sonucu sitoplazmada sitrat gibi kataplerotik
sinyaller ve ona bagli olarak da malonil-koA meydana gelir. Beta hicresinde yag
asidi sentez aktivitesi asetil-koA karboksilazdan daha az oldugunda malonil-koA’nin
baskin etkisi ile karnitin palmitoil transferaz-1 aktivitesi baskilanir. Boylelikle yag
asidi oksidasyonu engellenmis olur. Bunun sonucunda da sitoplazmada uzun zincir
acil koA esterleri ( LC-CoA) birikir. Bu durumda aktive olan esterifikasyon yolagi
ile lipidden meydana gelen seramid, digliserid (DG), fosfatidik asit (PA), fosfolipid
(PL) ve trigliserid (TG) gibi sinyal molekulleri sitoplazmada birikir. Biriken bu
metabolitler beta hiicresi fonksiyonunu etkilemektedir (sekil 1.19).
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Sekil.1.19. Hiicre iginde serbest yag asidi dongiisi (Poitout, Amyot ve ark., 2010).

Yiksek glukoz varliginda uzun sire yag asitlerine maruz kalmak instlin gen
ifadelenmesini bozmaktadir. Palmitat ve oleatin her ikisi de insilin salgilanmasini
inhibe ederken sadece palmitat insilin gen ifadelenmesini etkilemektedir. Bunun
nedeni sadece palmitatin de novo seramid sentezinde substrat olarak kullanilmasidir
(Kelpe, Moore ve ark., 2003). Palmitatin, instilin gen ifadelenmesini inhibe ettigi
transkiripsiyon mekanizmalar insilin mRNA stabilitesini etkilemezken glukozun
indikledigi instlin promotor aktivitesini inhibe ederler. Bu durum pankreas
duadonum homeobaxl (PDX-1) ve MafA transkripsiyon faktorlerinin baglanma
aktivitelerinin azalmasi ile iliskilidir. PDX-1’in c¢ekirdege translokasyonu
engellenirken MafA ifadelenme duzeyinde etkilenmektedir. Glukotoksitide de ise

MafA posttranslasyonel olarak etkilenmektedir.

Palmitat glukoza bagli olarak indiiklenen hiicre disinda diizenlenen kinazlar
(extracellular regulated kinazlar, ERK) 1/2 fosforilasyonunu arttirir. insilin tireten
hicreler palmitat veya seramide maruz kaldiklarinda ( ERK) 1/2 farmakolojik olarak
inhibe edildiklerinde instlin gen ifadelenmesini kismi olarak arttigi gosterilmistir.
Ayrica palmitat, glukoz ile induklenen Per-Arnt-Sim kinazi (PASK) durdurur. PASK
evrimsel olarak korunmus olan serin/treonin protein kinazdir. Sahip oldugu bir PAS
bolgesi ile hicre igindeki kosullar: algilar ve kinaz bolgesini kontrol ederek sinyali
iletmesini saglar (Amezcua, Harper ve ark., 2002). Memelilerde glikojen sentezini ve
hiicresel enerji dengesini kontrol ettigi gosterilmistir. Pankreatik beta hiicrelerinde

PASK glukozun indikledigi instilin gen transkripsiyonu icin gereklidir. Poitout ve
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arkadaslarinin yapmis olduklar: calismada PASK’1n fazla ifadelenmesinin palmitatin
instlin mRNA, PDX-1 mRNA ve proteininin ifadelenmesi Uzerindeki inhibitorik
etkisinin kaldirdigini gostermislerdir. PASK yolagmin ERK 1/2 yolagindan bagimsiz
oldugu ve MafA ifadelenmesi Uzerinde bir etkisi olmadig: gosterilmistir. Bu nedenle
de instlin gen ifadelenmesi (zerinde en az 3 farkli yolagin etkisi oldugu
distnulmektedir. CAAT enhancer-binding protein [ (C/EBPB) insilin gen
transkripsiyonunun negatif dizenleyicisidir ve beta hucrelerinde yag asidine cevap
olarak artar. Dominant negatif PASK mutant MING6 hiicrelerinde belirgin derecede
artmalar: instilin promotoru tzerindeki NFAT transkripsiyon faktorine baglanarak
MafA ‘nin baglanma aktisvitesini dusurdigd tahmin edilmektedir (sekil 1.20)
(Poitout, Amyot ve ark., 2010).

L Palmitat:ﬁlikoz J

ATFE seramid N PASK N MafA
Kesimi sentezi ifadelenmesi

I l I

A p-ERK1/2 w PDXA A C/EBPb
ifadelenmesi ifadelenmesi

PDX-1"in gekirdek
diginda kalmasi

ifadelenmesi

| A Atf6 baglanmas " N PDX-1 baglanmasi " N MafA baﬁlanrpaml
! 1 !

| ¥ insiilin gen ifadelenmesi |

Sekil 1.20. ATF6-palmitat-glukoz ifadelenme diizenlenmesi.

Bircok durumda yag asitlerine cevap olarak verilen gicli ER stres cevabi
apoptoz ile iligkilidir. Poitout ve arkadaslarmin izole edilmis rat islet hucreleri ile
hazirladiklart kaltir ortaminda yapmis olduklari calismada glukoz ve palmitat
varliginda 6nemli bir hiicre 61imi saptamadiklar: gibi IRE1 veya PERK aktivasyonu
da saptamamiglardir. Bunun aksine transkripsiyon faktor ATF6’nin kesime
ugradigint  gostermiglerdir.  ATF6 insulin gen transkripsiyonunun negatif
dizenleyicisi oldugundan yag asidi ile karsilasildiginda bir koruyucu mekanizma
olarak Atf6’nin erken aktive oldugu boylelikle insulin gen ifadelenmesi durdurularak
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ER’nin yikinin artmamas: sagladigi disunulmektedir (Poitout, Amyot ve ark.,
2010).

INS-1E hcrelerinde 0,5 veya 1 mM palmitata maruz kalinmasina bagl
olarak otofaji aktivasyonu gerceklestigi gosterilmistir (Martino, Masini ve ark.,
2012). Otofaji aktivasyonunun uzun surmesi akillara otofajinin diyabet ile iliskili
hlcrelerinin fonksiyonunun bozulmas: ve oltmleri ile iliskili olabilecegi sorusunu
getirmistir. Yapilan c¢alismalar ER stresinin [ htcrelerinin fonksiyonlarmi
kaybetmesine ve 6limine neden olan en 6nemli faktor oldugunu gostermektedir.
Ancak B hiicrelerinde gorulen ER stresinin tam olarak nedeni ve KPC’nin kollarmin
bu surecteki roli hentiz tam olarak ortaya konamamistir. FFA seviyesi bazal
seviyenin 2 katina ciktiginda, obez olup diyabet olamayan bireyler de glukozun
stimule ettigi insilin salmiminda 6nemli bir azalma olmaktadir. Bir doymus uzun
zincir yag serbest yag asidi olan palmitatin fare ve insan klonal ve primer
hlcrelerinde ER stresini indtkledigi bununla birlikte doymamis uzun zincir serbest
yag asitlerinin ise indiklemedigi bildirilmistir. Palmitatin PERK yolagini aktive
ettigi gosterilmistir. Bunun ile birlikte palmitatin ATF6 a kolunu 6zelikle aktive edip
etmedigi hentiz tam olarak aydinlatilamamistir (Karaskov, Scott ve ark., 2006).
Clnkl hem palmitat hem de oleat XBP1 ve Grp78 mRNA miktarlarmi arttirmaktadir
ancak doymus yag asitlerinin katlanmamig protein cevabimni nasil aktive ettigi tam
olarak bilinmemektedir. Yapilan bazi calismalar palmitatin ER’un doymus lipid
icerigini hizli bir sekilde arttirdigni, buna bagli olarak ER’un morfolojisini ve
buttnltgunid bozdugunu ve sonucunda da dogrudan veya dolayli olarak ER stresini
tetikledigi gorisiini savunmaktadir (Back, Kang ve ark. 2012). Ornegin ER
tarafindan kontrol edilen lipid iceriginin palmitat tarafindan bozulmasi ER den
Golgiye vezikuller stomatitis virtis G protein (VSVG) ile olan transferi bozar bunun
sonucunda da ER’de vyanhs katlanan protein birikimine bagli  stres
gelismektedir.(Preston, Gurisik ve ark., 2009) . Min 6 B hicrelerinde ve insan
embriyonik bobrek hicrelerinde (HEK) steroyl koenzim A desaturaz 1(SCD1)
tarafindan gerceklestirilen yag asidi desaturasyonundaki artis palmitatin indikledigi
hucre 6limunu azaltmaktadir. Bunun aksine INS -1 B hucrelerinde SCD susturulmasi

ile desature palmitatin monosature yag asidine donusimi azaldigindan kompleks
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notr lipidlerdeki yag asidi orani azalir ve palmitatin indiikledigi ER stres ve apoptoz
indiklenir (Green ve Olson 2011).

2.3.8. ER Stresi ve Hiicre Oluimii

Hucreler ER stresine bagli olarak geri donlisiimsliz hasara ugrarlar ise apoptotik
programi aktive ederler. ER stres ve hiicre 0lim sistemi arasinda birden fazla yolak
mevcuttur. BH3- only ailesi dyeleri ER stresi ile tetiklenen apoptozu
dizenlemektedirler. BH3-only proteinleri transkripsiyonel veya post translasyonel
olarak ER stresi ile aktive olurlar. Bu aktivasyona bagli olarak mitokondrial
permeabilizasyonu baslatan proapoptotik Bax ve Bak aktive olur. Yolaklardan bir
tanesinde ER stresi Bim’i CHOP aracilikli dogrudan transkripsiyonel induksiyon ile
veya ubikutinasyonunu ve proteazomal degredasyonunu engelleyen protein fosfataz
2A aracilikl defosforilasyonu ile aktive olmasina neden olur (Puthalakath, O'Reilly
ve ark., 2007). Geri donustimsiz ER stresi kosullarinda apoptoz ile iligkili olan bir
baska sinyal yolagi IRE1- Apoptoz sinyal diizenleyici kinaz1 aktive eden 1 (activates
apoptosis signal regulating kinase-1, ASK1,) / cJun —N-terminal kinase (JNK)
yolagidir. INK, antiapoptotik proteinler Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1’i fosforlayarak inhibe
ederler. Bundan baska JNK, Bid ve Bim gibi BH-3-only proteinlerini fosforlayarak

aktive eder ve apoptozu indlkler (Weston ve Davis 2007).

PERK ve ATF6 tarafindan ifadelenemesini dizenleyen CHOP yolagi, ER
stresini takiben gorulen hiicre 6limdnun kontrolinde ¢ok 6nemlidir. CHOP’un
etkisinin ortadan kalkmasi hiicre hayatta kalimai ile iligkilidir ve CHOP transkripsiyon
faktori olmayan hticreler apoptozdan énemli 6l¢iide korunurlar. Proapoptotik etkiye
sahip olan CHOP’un hcre 6lumu ile baska baglantilari da vardir. CHOP, GADD34
ve bir ER oksidaz olan EROla’i pozitif yonde regule eder. Bu nedenle CHOP,
GADD34 yolu ile protein sentezini ve protein yukini hucre 6lumi lehine olacak
sekilde dizenlenir. ERO1a yolu ile de giclu bir okside ER ortami olusturarak reaktif

oksijen tirevlerinin artmasini saglar (Puthalakath, O'Reilly ve ark., 2007).
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2.4. AMAC

Bugune kadar ER stresine bagl olarak tetiklenen katlanmamis protein cevabinda,
PERK ve IRE1 (zerinden isleyen mekanizmalar hakkinda veriler bulunmasina
ragmen, ATF6 yolagindaki bosluklar henliz doldurulamamistir. ATF6’nin aktivasyon
mekanizmas: ve hedef genleri hakkindaki bilgiler fazla olmamak ile birlikte instlin
salgilayan pankreatik B hicrelerindeki roli de tam olarak bilinmemektedir. INS-1E
hicrelerinde ATF6’nin susturulmas: durumunda apoptotik fenotipin gelistigi, PERK
ve IRE-1 yolaklarmin etkili galismadig: ve hiicrelerin ER stresine karsi daha hassas
hale geldigi gosterilmistir. Bu tez calismasi, ATF6’nin otofajik genlerin
aktivasyonunda etkili rol oynadigini belirlemek amaciyla planlanmistir. Rat
pankreatik hiicre serisi INS-1E hiicrelerinde in vitropalomitik asit ile olusturulan ER
stres ortaminda, htcrelerin hayatta kalimi/6limiini se¢im sirecinde etkin rol
oynayan otofaji / apoptozis genlerindeki ifadelenme degisikliklerine bakilarak ER

stresi- otofaji arasindaki iliski agiklanmaya ¢alisilmstir.
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2. GEREC ve YONTEM

Rat pankreas beta hucre dizisi olan INS-1E hicrelerinde palmitik asitve palmitik asit
ile birlikte rapamisin kullanilarak yaratilan stres ortaminda, ATF6 ifadelenmesi ve
zamana bagh olarak; ATF6, PERK, XBP-1, GRP78, CHOP, Bcl-2, Bcl-XL, Bax,
Atg5, Atg7 ve Beklin-1, LC3-11; ER stres/otofaji/apoptoz genlerinin ifadelenmelerine

bakilmistir.

2.1. Cahsmada kullamilan Kimyasal Malzeme ve Solusyonlar

2.1.1 Hicre Kulturi

Hucre Hatt1 : Calismada kullamilan INS-1E hiicreleri isvicre Genova
Universitesi Prof. Dr. Pierre Maehler tarafindan
bagislanmistir.  Yurt disindan soguk zincirde gelen
hicreler oda 1sisinda ¢Ozilerek uygun besi yerinde
cogaltildiktan sonra  galigmanin malzemeleri
tamamlanana kadar dondurularak sivi nitrojen (-180° C)

de saklanmistir.
Besi yeri : Sigma, RPMI Medium R0883
Fotal Dana Serumu (FBS)  :Sigma, F7524
L-Glutamin : Sigma, G6392 (200mM, 50ml)
Penisilin-Streptomisin :Sigma, P4333
Tripsin-EDTA (%0,25) :Sigma, 73924
Flask (25cm?) : Falcon, 353108

Hiicre Dondurma tapleri :Greiner bio-one, 2ml



Dimetilstilfoksit DMSO) :Sigma,D9170
Fosfat Tuz Tamponu :Sigma, D1408

Sodyum Pirtvat (100mM) : Sigma, S8636

2-Merkaptoetanol :Merck, ES-007-E

Palmitik asit :Sigma, P0500

Hepes :Sigma, H3784

Deney tupu (15ml) :Greiner, 188261

NaOH : Sigma, S2770

BSA - Sigma A6003

Flask (96 kuyu) :Starlab,CytoOne 96 well plate, CC7682-7596
Rapamisin :Calbiochem, 553210, 1mg

2.1.3. Immunohistokimya

6 veya 24 kuyucuklu plak  :Orange Scientific, 5530500

Metanol : Merck, K39481808903

LC3 antikor (100ul) :Cell Signaling, 2775S

Keci anti-tavsan 1gG :Anaspec, INC 28176 FITC
FITC isaretli

Triton X-100 :Sigma, T8787

Bloklama soltisyonu : 50 ul serum, 1 pl LC3 antikor,

(6 kuyucuklu plakin her bir : 450 pl %0,1’lik TritonX 100
kuyucugu igin)
Sekonder antikor soltisyonu : 5 pl sekonder antikor, 495 ul %0,1’lik TritonX 100
6 kuyucuklu plakin her bir
kuyucugu igin)
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Floresan Mikroskop :Olympus BX51 (FITC filtreye sahip)
Lam :Isotherm, 24X32
Formaldehit : Sigma, HT501128, %4’ Itk

2.1.4. Mono-Dansyl-Cadaverine (MDC) Boyama

6 veya 24 kuyucuklu plak  :Orange Scientific, 5530500

MDC floresan boya :Santacruz, sc-214851
MDC boyasi PBS iginde 500 uM olacak sekilde hazirlver.

2.1.5. [3-(4,5-dimetildiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolium Bromid] (MTT)
Sitotokstite Testi

MTT tozu ‘Roche, 11465007001
MTT soltsyonu :5mg toz MTT 1 ml steril PBS igerisinde ¢ozuldi ve
filtre edilerek (0,20 wm) kullanild.

2.1.6. RNA izolasyonu

RNA izolasyon Kiti : Qiagen, RNeasy mini kit, 74104
Dietil piro karbonat, DEPC, : Sigma, D5758
DEPC’li su :9%00,1 konsantarasyonda. 100 ml steril distile su

(dH,0)’ya 0,1ml DEPC eklendi. Bu solusyon oda
sicakliginda 24 saat mayetik karistiricida karistirildi.
Otoklavlveiktan sonra (100 °C’de 15 dakika)
sogutularak kullanild:.

Etil Alkol : Sigma, E7023
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2.1.7. cDNA sentezi

Transcriptor High Fidelity : Roche, 05081963001
cDNA Synthesis Kit
cDNA sentezi i¢in bu kit diginda sarf malzemesi olarak 0,2mI’lik PZR tipleri ve

pipet uclart kullaniimastar.

2.1.8. cDNA Kontrol PCR

Taq DNA polimeraz (5U/ul) : Roche, 11146173001

dNTP (10mM X 4) : Roche, 11581295001

Rat beta aktin primer F :5’CGTCTTCCCCTCCATCG3’
Rat beta aktin primer R : 5’ CTCGTTAATGTCACGCAC 3’
MgCl, (25mM) : Sigma, M8787

PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon trtnleri Kodak EDAS 290 UV gorintileme

cihazinda gorintilenmistir. PZR islemi i¢in Biometra T-1 cihazi kullanilmastir.

2.1.9. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz : Applichem, A 2114

TAE cozeltisi;

Tris baz : Sigma, T7527

Borik Asit :Sigma, B6768

EDTA :Sigma, E5134

Yikleme Tamponu;

Gliserol :Sigma, G5516

Orange G :Sigma, 03756

15 ml gliserol, 100mg orange G ve 35 ml 1X TAE iginde hazirlanmstir.
Etidyum Bromidir : Invitrogen, 15585-011
DNA markir (50bg) :Thermo scientific, SMO373

%1’lik agaroz jel :1 gr agaroz, 100ml 0,5X TAE, 2,5 ul Etidyum Bromur



2.1.10. Es Zamanh PZR ( RT-PZR)

gRT-PZR i¢in Roche firmasina ait Light Cycler 2.0 (LC 2.0) cihazi kullanilmustir.

LC Kapiller : Roche, 04929292001
LightCycler TagMan Master: Roche, 04 735 536 001
Hspa5 (Grp78) prob : Roche, 100046182
Eif2ak3 (PERK) prob : Roche, 100046207
Atf6 prob : Roche, 100046085
Xbpl prob : Roche, 100046191
Becnl (Beklinl) prob : Roche, 100046146
Map1llc3a (LC3-I) prob : Roche, 100046127
Atg5 prob ‘Roche, 100046164
Atg7 prob :Roche, 100046155
CHOP (Ddit3) prob :Roche, 100046173
Bcl-XI (Bcl211) prob :Roche, 100046094
Bcl-2 prob :Roche, 100046128
Bax prob :Roche, 100046182
Bak1l prob :Roche, 100046100
Aktin b prob :Roche, 100023376

Calismada kullanilan tim pipet uclar filtereli sterildir. 0,2, 1,5, 15 ve 50 mI’lik

deney tupleri hepsi steril ve greiner markadir.



49

2.2. YONTEMLER

2.2.1.a. Hucrelerin Cozilmesi

Azot tankindan iginde, %10 DMSO igeren besiyerinde dondurulmus olan hiicreler
cikarilarak, 6nceden 37°C ayarlanmis su banyosu icinde 1 dakika bekletildi. Baska
bir tip icine 9 ml besiyeri konuldu ve dondurma ttipt i¢indeki hiicre karisimli sivi bu
tpe aktarildi. 1000 devirde 3 dakika santrifuj sonrasi tipln Ustlindeki supernatan
atildi. Thpln dibinde kalan pelet Uzerine besiyeri eklendi. Eklenen besiyeri ile pipetaj
sonrasi, tipte olusan hiicre+besiyeri karisgimi 25ml’lik 2 flaska ekildi. inverted

mikroskopta hticrelerin incelenmesi sonrasinda hiicreler CO; inkubatorine kaldirildi.

2.2.1.b. Hucrelerin Cogaltiimasi ve Idamesi

INS-1E hicreleri igin, ImM sodyum piruvat, 50 uM 2-merkaptoetanol, 2mM
glutamin, 10mM HEPES, 100 units/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve %10 1s1
ile inaktive edilmis fetal dana serum eklenen RPMI-1640 besiyeri kullanildi. 7 giinde
bir bu besiyeri degistirilerek 37°Cde %5 CO2’li inklbatdrde buyltmeleri sagland.
Ayrica flasklar inverted mikroskop kullanilarak gunlik olarak canlilik, ¢cogalma ve
infeksiyon agisindan degerlendirildi. Hucreler ekildikleri flasklar1 kapladiklarinda
(%90 Kkonfluensiye ulastiktan sonra) %0.25 Tripsin-EDTA ile pasajlandi. Pasaj
sonrast hiicrelerin 25 cm?’lik yeni flasklara 4X10* hiicre / cm? olacak sekilde ekilip
uremeleri saglandu. Calisma icin yeterli sayida hiicre elde edildiginde hucreler 96

kuyulu plaklara ve lamlara ekildi.

2.2.1.c. Palmitik Asit ve Rapamisinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada endoplazmik retikulumda stres yaratan doymus yag asidi palmitik asit
literattrdeki bilgiler 1s1ginda (Martino, Masini ve ark., 2012) 70°C’de 0,1 M sodyum
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hidroksit kullanilarak 100mM stok palmitik asit hazirlandi ve filtreden gegirildi.
10mg/ml konsantrasyonunda bovin serum albumin (BSA) serum icermeyen RPMI
besi yeri ile stok olarak hazirlandi ve son konsantrasyon %5’lik BSA serum
icermeyen RPMI besi yeri ile hazirlandi ve filtreden gecirildi. 5mM PA/BSA
karisimi uygun miktarlarda PA ve %5’lik BSA kullanilarak 60°C su banyosunda
hazirlandi. Bu karisim oda sisina kadar sogutuldu ve serumsuz RPMI kullanilarak
2mM PA haline getirildi. 96 kuyuluk plaklarda 0,5mM ve 1mM olacak sekilde
hesaplamalar yapilarak bu stoklardan kullanildi. Rapamisin 100ng/ml DMSQO’da
cozllerek stok seklinde hazirlandi. 96 kuyulu plaklarda son hacim 10ng/ml olacak
sekilde hesaplama yapilarak bu stoktan kullanildi. Kontrol gurubunda ise %5’lik
BSA ve 0,1 M NaOH ve DMSO kullanild.

2.2.1. Hiucre Canhhig ve Sitotoksisite Testi

Palmitik asitin hiicreler zerindeki sitotoksitite diizeylerini (1C50=Inhibitér doz)
saptamak amaci ile MTT testi uygulandi. Bunun igin ilkdnce toma laminda sayim
yapildi. Daha sonra INS-1E hicreleri 1X10 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu
plaklara ekim yapildi. Kuyucuklara 100ul besiyeri eklenerek, tutunmalari igin 48 saat
37 °C’ de %5CO.’li etiivde beklendi. Hucreler 0,5mM palmitik asit ve 10 ng/ml
rapamisin varliginda 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48 saat inkiibe edildi. Her bir saat i¢in ayr1 bir
96 kuyuluk plak kullanildi. Inkiibasyon siiresi dolan plak etiivden alindi ve
Uzerindeki besiyeri ¢ekilerek daha dnceden hazirlanan MTT solisyonu toplamda
100 ul besiyeri icinde 5mg/ml olacak sekilde eklendi. Inkiibasyon sonras: hiicre
canlilig1 ve sitotoksisitesi kolorimetrik MTT Kit ile belirlendi. Kararli (dayanikli)
tetrazolium tuzu olan MTT hiicrelerde gergeklesen kompleks huicresel mekanizma ile
cozllebilir formazana donusmektedir. Bu dontsim canli hiicrelerde NAD(P)H nin
glukolitik Gretimine baglhidir. Bu nedenle olusan formazan miktar: direkt olarak
kiltirde metabolik olarak aktif hicreleri (canli hiicreleri) gostermektedir. Bizde
calisgmamizda farkl saatlerde uygulanan palmitik asit ve rapamisinin INS-1E
hiicreleri Uzerine sitotoksik etkisini gostermek amaciyla MTT kullandik. Bunun igin

inklibasyon sonrasi hucrelerin bulundugu kuyulara 10ul MTT(4-[3-(4-iodophenyl)-2-
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(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) eklendi. 1 saat 37°C’ de
%5 CO2’ li inklibatorde inkibe edildi. Bir saat sonra 550nm - 690 nm dalga boyunda
mikro ELISA okuyucuda (EPOCH Gen 5 2.0) okundu ve sonuclar all-in-one

microplate reader programinda analiz edildi.

2.2.2 Hiicre Kultirii Materyalinden RNA izolasyonu

96 kuyulu plaklara ekilmis olan INS-1E hicreleri palmitik asit ve rapamisin ile
gerekli inkubasyon sireleri sonunda ( 0, 3, 6, 9, 12, 24 ve 48. saat sonunda) bu
kuyulardan toplandi. Toplanan bu hiicrelerden asagidaki protokol takip edilerek
RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA izolasyonu c¢ok iyi sterile edilmis labaratuar
ortaminda RNaz agisindan steril malzemeler ve filtreli pipet uglari kullaniimstir.
1.Kuyulardan dikkatli bir sekilde besiyerleri uzaklastirildiktan sonra 100 plt RLT
tamponu koyuldu. Cok dikkatli pipetleme yapildiktan sonra toplanan hucreler 1,5
ml’lik steril deney ttplerine alindi. 250 plt ilave RLT tamponu koyuldu.

2.Uzerine 350 pult DEPC’li su ile hazirlanmis olan %70 etil alkol eklendi ve tim
hacim kolonlara aktarildi. 15 saniye 13000g’de santrifuj yapildi. Toplama tupune
toplanan faz uzaklastirild.

3. 700 plt RW1 tamponu eklendi. 15 saniye 13000g’de santrifuj yapildi. Toplama
tpine toplanan faz uzaklastirildi.

4. 500 pl RPE tamponu eklendi. 15 saniye 13000g’de santrifuj yapildi. Toplama
tpine toplanan faz uzaklastirildi.

5. 500 ul RPE tamponu eklendi.2 dakika 13000g’de santrifuj yapildi. Toplama
tipine toplanan faz uzaklastirildi.

6. Kolon yeni bir toplama tlpdne yerlestirildi. 1 dakika 13000g°de santrifuj yapildi.
7.Kolon yeni bir 1,5 mI’lik steril deney tipune yerlestirildi. 40 ul RNAaz icermeyen
su eklendi. 1 dakika 13000g’de santrifuj yapild:.

Elde edilen 40 pl hacmindeki RNA’nin 6 pl’si steril bir baska tupe aktarildi. Bu
islem ile ana stogun strekli dondurma-¢6zme sireclerine maruz kalmas: engellendi.

Ayrilan bu RNA’nin 2 ul’si agaroz jelde RNA kalitesinin degerlendirilmesi, 2 ul’si
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RNA kantitasyonu igin, 2 pl ise cDNA sentezinde kullaniimistir. Stok RNA ise
izolasyon sonunda -80 °C’ ye kaldirilmastir.

RNA’n:n kalitatif degerlendirilmesi:

Izole edilen RNA’lar hazirlanan %1’lik agaroz jel de kontrol edildi. 70 ml 0,7 X
TAE (Tris Asetikasit EDTA) tamponu icinde ¢ozillen 0,5 gram agaroz kaynatildi.
Icine 3,5 plt (10mg/ml) etidyum bromiir eklendi. Polimerlesme tamamlandiktan
sonra 2 plt jel yukleme tamponu ile karistirilan 2 plt RNA 6rnegi 90V’da 15 dakika
yuratuldd. Ydratme sonrasi 28S, 18S ve 5S RNA net bir bicimde gézlenmistir.

2.2.3.RNA Safhgmin ve Miktarmin Tayini

izole edilen RNA’larin safhigmi kontrolii 260/280 nm de ki absorbans oran: ile
saptandi. Spektrofotometre cihazi olarak Epoch Gen5 2.0 ve all-in-one Reader
software programi kullanildi. DNA ve protein kontaminasyonu tasimayan, iyi
kalitede izole edilmis RNA’da beklenilen 260/280nm absorbans oran: 1,8-2,1°dir.
2ult izole edilen RNA ve 2plt steril distile su ile karistirild: ve okuma yapildi. Elde
edilen RNA’larin 260/280 nm absorbans oran: 2,0-2,1 olarak 6lgtilmiistir. Olgiim
sonras1 elde edilen veriler 2 ile carpilarak izole edilen RNA’larin miktarlar:

saptanmistir.

2.2.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi .

Komplementer DNA (cDNA) sentezi icin ticari bir kit kullanildi. Steril, niikleaz
uzaklastirilmis PZR tlpleri buz (izerine koyuldu ve kalip- primer karigimi asagidaki

miktarlara gore hazirlandi.
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Cizelge 2.1 Kahp-Primer Karisimi (1 reaksiyon icin)

Icerik Hacim Son Konsantrasyon
Toplam RNA degisken | 100 ng

Random Hexamer Primer 2 plt 60uM

PCR i¢in uygun su degisken | Son hacim 11,4 plt

olacak sekilde ayarlanir

Toplam Hacim 11,4 plt

Kalip-primer karigimi 65°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edildi. Bu islem ile
RNA sekonder yapilar: uzaklastirildi. Islem sonunda tiipler hemen buz istiine alindh.
Ters transkriptaz (reverse transcriptase,RT) karisimi asagidaki protokole gore

hazirland: ve kalip —primer karisimina transfer edildi.

Cizelge 2.2 Komplementer DNA (cDNA) karisimi

Icerik Hacim Son Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity Reverse | 4 plt 1x (8mM MgCly)
Transcriptase Reaction Buffer , 5x

ProtectorRNase Inhibitor 40U/ plt 0,5 ult 20U
Deoxynucleotide Mix, 10mM each 2 ult 1mM each

DTT 1 plt 5mM

Transcriptor High Fidelity Reverse | 1,1 plt 10U

Transcriptase

Toplam Hacim 8,4 plt

29 °C’de 10 dakika, 50 °C’de 60 dakika ve enzim inaktivasyonu igin 85 °C’de 5
dakika bekletildi. Tupler buz stine alinarak reaksiyon sonlandirildi. Elde edilen
cDNA +2 - +8 °C’de 1- 2 saat saklanabilmektedir. Daha uzun sireler i¢in -15- 25
°C’de saklanir.

2.2.5. cDNA Kontrol PZR

Elde edilen cDNA’lardan rat aktin B primerleri kullanilarak PZR amplifikasyonu

gerceklestirilmistir. Bunun igin asagidaki gizelgede gosterilen protokol kullaniimistur.
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Cizelge 2.3. Kontrol PZR protokol

Kimyasal Stok Son hacim
Konsantrasyon
Tag DNA Polimeraz 5U/ul 1,25 pl
Tag DNA pol.tampon 5X 5ul
dNTP 10mM her biri 16ul
Primer F 100pmol 2,5 ul
Primer R 100pmol 2,5l
MgCI2 25mM 2l
dH20
Kalip DNA(cDNA) 2l
toplam 25 ul

94 °C’de 5 dakika denattirasyon sonunda 94°C’ de 30 saniye, 60°C’ de 45 saniye, 72
°C’ de 30 saniye 30 dongu yapilmistir. PZR 72 °C’ de 5 dakika ile bitirilimistir.

2.2.6 Gen Ifadelenmesinin Saptanmasi

ATF6a, PERK, XBP-1, GRP78, CHOP, Bcl-2, Bcl-XL, Bax, Atg5, Atg7 ve Beklin-
1, LC3-1 genlerinin ifadelenmeleri saptamak amaci ile her bir rat genine ait real time
ready prob ile birlikta LightCycler TagMan Master kiti kullanildi. LightCycler
TagMan Master karisimi kit protokoliine uygun olarak hazirlandi. Bunun igin ilkénce
kit icinde bulunan ve 1la ile isaretlenmis olan enzimden 10ult alinarak 1b ile isaretli
olan reaksiyon karisimina ilave edildi. Boylelikle elde edilen karisimda fast start Taq
DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimi (dTTP yerine UTP

olacak sekilde) bulunmasi saglandi.

2.2.7. Mono-Dansyl-Cadaverine (MDC) Boyama

INS-1E hiicreleri 5X 10° yogunlukta olacak sekilde 8 kuyulu plaklarin icindeki
slaytlara ekildi. 48 saat sonunda hucrelere 0,5mM palmitik asit, 0,5mM palmitik asit
+ 10ng/ml rapamisin eklendi. 6 saat ve 12 saat inkiibasyon saglandi. Inkiibasyon
sonunda hticreler PBS ile iki defa yikandi. Daha sonra 500uM MDC iceren PBS ile
10 dakika 37°C’ de slspanse edildi. Hucreler 3 defa PBS ile yikandiktan sonra
hemen bir florosan mikroskobunda analiz edildi. (355 nm uyarim, 460 emisyon dalga

boyunda).
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2.2.8. Immunohistokimyasal inceleme

INS-1E hiicreleri 5X10° hiicre/kuyu olmak (zere cover slip yerlestirilmis 6zel 24
kuyulu lamlara ekilip, tutunmalar: i¢in 48 saat beklendi. Palmitik asit 0,5mM,
rapamisin 10ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde 6 ve 12 saat inkube edildi.
Inkiibasyon siresi tamamlaninca (st faz ahindi. %3,5 olarak hazirlanmis olan
paraformaldehit (PFA) her bir kuyuya 250 plt olacak sekilde eklendi. 25 dakika oda
1isisinda beklenildikten sonra ust faz gekildi 3 defa PBS ile yikandi. Daha sonra azitli
PBS eklenerek hucreler boyama yapilacak tarihe kadar +4 °C’ye kaldirildi. Boyama
asamasina gelindiginde; Hucreler 1:100 dilusyonda anti-rabbit LC-3 (Abcam) ile
nemli kutuda oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. PBS ile yikadiktan sonra hiicreler
1:100 dilusyonda FITCH ile isaretli goat-anti rabbit IgG sekonder antikorlar: ile
yarim saat karanlik ortamda inkibe edildi. PBS ile 3 kez yikadiktan sonra 7AAD ile
cekirdek boyasi yapilip floresan kapatma medyumu ile kapatildiktan sonra konfokal

mikroskobu altinda incelenip fotograflandi.

2.3. istatistiksel Analizler

Istatistik incelemede, MTT testi iki faktorlu, faktorlerden biri tekrarlanan
“Tekrarlanan Olgiimler Varyans Analizi” (Repeated Measures Analaysis) testiyle
degerlendirildi (P < 0,05). Gen ifadelerinin analizinde ise genel dogrusal model
olarak tekrarl: 6lctimlerde varyans analizi (repeated measures analaysis of variance)
uygulanmstir. Tip 1 hata (o) =0,05 alinarak 6nemlilik degerleri (significant-p degeri)
karsilastirilmistir. P ( significant) < «=0,05 farkhlik istatistiksel olarak 6nemli

bulunmustur.
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3. BULGULAR

3.1. INS-1E Hucrelerinin Mikroskobik inceleme Bulgular

In vitro ortamda azot saklama tankindan dondurulmus olarak cikarilan INS-1E
hicreleri besi ortamlarinda ¢ozildukten sonra kiltlr kaplarina ekildi. Hicrelerin 48
saat sonra inverted mikroskop degerlendirilmelerinde tutunmus olduklari saptandi.
Tutunan INS-1E hucreleri proliferatif faza gectiklerinde yaklasik 3. gunde %50, 5.
ginde %70, 7. gunde ise %100 devamlilik ile tum kultir kabini kaplamis olarak
goOzlendi (Sekil 3. 1).

Sekil 3. 1. INS-1E hiicreleri. inverted mikroskopta pasajlandiktan sonra tutunup ¢ogalmaya baslayan
5.glindeki INS-1E hiicreleri (x20)

3.2. Palmitik Asit ve Rapamisinin INS-1E Hucrelerinde Zamana Bagh
Sitotoksik Etkilerinin MTT Testi ile Degerlendirme Bulgular

Uzun zincir doymus yag asitlerinin beta hiicresi fonksiyon bozukluguna neden
olmasi lipotoksitite olarak bilinmektedir. Fazla miktardaki yag asitlerinin ve onlarin
metabolik Grtnlerinin beta hticreleri Uzerindeki zararl etkileri insulin direnci, glukoz
intolerans: ve tip 2 diyabet gelisimi seklinde gorilmektedir. Bu nedenle doymus
uzun zincirli yag asiti palmitik asitin rat pankreatik beta hucreleri olan INS-1E

uzerindeki etkisini hticre canliligi ve otofaji aktivasyonu agisindan incelendi. Bunun
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icin palmitik asit ile birlikte bir farmakolojik otofaji aktivatorii olan rapamisin
kullanildi. Palmitik asit i¢in LC 5,=0,5mM olarak tespit edildikten sonra 96 kuyuluk
plaklara ekilen hiicrelere her bir kuyuda besi yeri ile birlikte 250ul toplam hacimde
0,5 mM palmitik asit ve 10 ng/ml rapamisin olacak sekilde uygulama yapildi. 8
kuyudan toplanan hucrelerden RNA izolasyonu icin ayrildi, 4 kuyuda bulunan
hicreler MTT testi icin kullanildi. INS-1E hiicrelerinin palmitik asit ve rapamisin ile
3, 6,9, 12, 24, 48 saat inkubasyonu sonrasinda hicre canliligt MTT testi ile analiz
edildi. MTT test yontemi, biyouyumluluk testleri igerisinde, hizli sonug¢ alinmasi ve
¢ok hassas olmasmin yani sira materyallerin ¢ok dustk duzeydeki toksisitelerinin
dahi degerlendirilebilmesine olanak saglamasi nedeniyle en gtvenilir testlerden biri
olarak kabul edilmektedir. MTT testi sonucu elde edilen bulgular sekil 3.2’ de

verilmistir.

% canliik degerleri

160

140+

120+ 100

100+

% canlilik orant 80+
60+

40+

20+

o+

O Palmitik asit
B Palmitik asit+Rapamisin

0O Rapamisin
O Kontrol

3.saat 6. saat O.saat 12 saat 24.saat 48. saat

zaman (saat)

Sekil 3. 2. Hiicre canlilik oranlar:

MTT testi sonucunda palmitik asidin INS-1E hiicrelerinde tek basina bir stres faktori
oldugu ve ER stresi olusturdugu en etkin saatin 6. saat oldugu belirlenmistir. Ctink

canlilik oraninin en fazla dusiis gosterdigi saat 6. saat olarak saptanmistir (sekil 3.3).

INS-1E hcrelerinin palmitik asitin, palmitik asit+rapamisinin ve rapamisinin tek
basina uygulanma stresine baglh olarak duyarliliginin farkl oldugu saptanmstir. ER
Uzerinde palmitik asidin yaratmis oldugu strese karsi uzun surede rapamisinin
koruyucu bir etkisinin olmadigi gosterilmistir. MTT testine ait saatler ve gruplar

arasindaki istatistiksel analize ait sonuglar gizelge 3.1 de verilmistir
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Sekil 3.3. Absorbans oranlarina bagh hiicre canlilik oranlari. Hata barlari standart sapmalar:

Cizelge 3. 1. MTT testi istatistiksel analiz (p <0,005)

gostermektedir (p<0,05).

95% Confidence
Interval for
Mean Difference(a)
Difference Std. Upper Lower
saat (1) grup (J) grup (1-J) Error Sig.(a) Bound Bound
3.saat PA PA+Rap 0,007 0,012 [1,000 |-0032 |0,046
Rap -065(*) | 0,012 {0,001 |-0,104 |-0,026
Kontrol -095(* | 0,012 {0,000 |-0,134 |-0,056
PA+Rap PA 0,007 0,012 |1,000 |-0,046 0,032
Rap -072(* | 0,012 {0,000 |-0,111 |-0,033
Kontrol -102(* | 0,012 {0,000 |-0,141 |-0,063
Rap PA ,065(*) | 0,012 |0,001 |0,026 0,104
PA+Rap 072(*) | 0,012 | 0,000 {0,033 0,111
Kontrol 0,030 0012 {0,197 |-0,069 |0,009
Kontrol PA ,095(*) | 0,012 | 0,000 {0,056 0,134
PA+Rap ,102(*) | 0,012 | 0,000 | 0,063 0,141
Rapam 0,030 0,012 {0497 |-0,009 |0,069
6.saat PA PA+Rap 0,046 0,042 |1,000 |-0,179 0,088
Rap -261(*) | 0,042 {0,000 |-0,395 |-0,128
Kontrol -143(% | 0,042 0,033 |-0,277 |-0,010
PA+Rap PA 0,046 0,042 |1,000 |-0,088 0,179
RApam -216(*) | 0,042 | 0,002 |-0,349 |-0,082
Kontrol 0,098 0042 |0242 |-0231 |0,036
Rap PA 261(*) | 0,042 | 0,000 {0,128 0,395
PA+Rap 216(*) | 0,042 | 0,002 | 0,082 0,349
Kontrol 0,118 0,042 {0,099 |-0016 |0252
Kontrol PA ,143(*) | 0,042 0,033 | 0,010 0,277
PA+Rap 0,098 0,042 |0,242 |-0,036 0,231
Rap 0,118 0,042 {0,099 |-0,252 |0,016




95% Confidence

Interval for

Mean Difference(a)
Difference (I- Std. Lower
saat (1) grup (J) grup J) Error Sig.(a) Upper Bound | Bound
9.saat  PA PA+Rap 0,042 0,035 | 1,000 0,154 0,069
Rap -214(*) | 0,035 | 0,000 0,325 0,102
Kontrol -245(*) | 0,035 | 0,000 0,356 0,134
PA+Rap PA 0,042 0,035 | 1,000 0,069 0,154
Rap -171(*) | 0,035 | 0,002 0,283 0,060
Kontrol -203(*) | 0,035 | 0,001 0,314 0,091
Rap PA 214(*) | 0,035 | 0,000 0,102 0,325
PA+Rap 171(%) | 0,035 | 0,002 0,060 0,283
Kontrol 0,031 0,035 | 1,000 0,143 0,080
Kontrol PA ,245(*) | 0,035 | 0,000 0,134 0,356
PA+Rap ,203(*) | 0,035 | 0,001 0,091 0,314
Rap 0,031 0,035 | 1,000 0,080 0,143
12. PA PA+Rap 0,005 0,033 | 1,000 0,099 0,109
saat Rap -159(%) [ 0,033 | 0,002 |-0263 -0,055
Kontrol -181(*) | 0,033 | 0,001 0,285 0,077
PA+Rap PA 0,005 0,033 | 1,000 0,109 0,099
RApam -165(*) | 0,033 | 0,002 0,268 0,061
Kontrol -186(*) | 0,033 | 0,001 0,290 0,082
Rap PA ,159(*) | 0,033 {0,002 0,055 0,263
PA+Rap ,165(*) | 0,033 {0,002 0,061 0,268
Kontrol 0,021 0,033 | 1,000 0,125 0,082
Kontrol PA ,181(*) | 0,033 | 0,001 0,077 0,285
PA+Rap ,186(*) | 0,033 | 0,001 0,082 0,290
Rap 0,021 0,033 | 1,000 0,082 0,125
24. PA PA+Rap 0,044 0,159 | 1,000 0,544 0,456
saat Rap 0,178 0159 |1000 |-0678 0,322
Kontrol 0,368 0,159 [0,232 0,868 0,132
PA+Rap PA 0,044 0,159 | 1,000 0,456 0,544
Rap 0,134 0,159 | 1,000 0,634 0,366
Kontrol 0,324 0,159 |0,381 0,824 0,176
Rap PA 0,178 0,159 | 1,000 0,322 0,678
PA+Rap 0,134 0,159 | 1,000 0,366 0,634
Kontrol 0,190 0,159 | 1,000 0,690 0,310
Kontrol PA 0,368 0,159 [0,232 0,132 0,868
PA+Rap 0,324 0,159 |0,381 0,176 0,824
Rap 0,190 0,159 | 1,000 0,310 0,690
48. PA PA+Rap 0,004 0,035 | 1,000 0,113 0,105
saat Rap -310(*) | 0,035 | 0,000 0,419 0,201
Kontrol -484(*) 0,035 | 0,000 0,592 0,375
PA+Rap PA 0,004 0,035 | 1,000 0,105 0,113
Rap -306(*) | 0,035 | 0,000 0,415 0,197
Kontrol -480(*) | 0,035 | 0,000 0,589 0,371
Rap PA ,310(*) | 0,035 | 0,000 0,201 0,419
PA+Rap ,306(*) | 0,035 | 0,000 0,197 0,415
Kontrol -174(*) | 0,035 | 0,002 0,282 0,065
Kontrol PA /484(*) | 0,035 | 0,000 0,375 0,592
PA+Rap /480(*) | 0,035 | 0,000 0,371 0,589
Rap 174(*) | 0,035 {0,002 0,065 0,282

59
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3. saat sonunda palmitik asit veya palmitik asit+rapamisin uygulamas: arasinda
istatistiksel olarak anlaml: bir fark saptanamamistir (p>0,005). 6. saatte uygulanan
palmitik asit+rapamisin ile rapamisin arasinda anlamli bir fark saptanirken kontrol ile
palmitik asit+rapamisin arasinda anlaml: bir fark saptanamamistir. 48. saat sonunda

uygulama yapilan hucrelerin ¢ok buyik bir kisminin kaybedildigi saptanmustir.

3.3. Palmitik Asit, Rapamisin, Palmitikasit+Rapamisin Uygulanan INS-1E
Huicrelerinden izole Edilen RNA’larn Sonuglar

Farkli saatlerde uygulanan palmitik asit ve rapamisin sonrasinda INS-1E
hicrelerinden elde edilen RNA 0Orneklerinin safliginin ve konsantrasyonunun

belirlenmesi icin yapilan dl¢timlerin sonuglar1 asagidaki cizelgede gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Orneklere ait RNA izolasyonu saflik ve konsantrasyon sonuclar

Ornek Pozisyon 260 280 320 260 280 |260/280 | ng/pL
Raw Raw Raw
3. saat PA B2 0,067 | 0,053 | 0,039 | 0,024 | 0,011 | 2,126 | 18,952
3. saat PA B3 0,066 | 0,052 | 0,038 | 0,023 | 0,011 2,14 | 18,132
3.saat PA+Rap C2 0,061 | 0,05 | 0,038 | 0,019 | 0,009 | 2,114 | 14,874
3.saat PA+Rap C3 0,06 | 0,049 | 0,037 | 0,018 | 0,008 | 2,156 | 14,351
3. saat Rap D2 0,055 | 0,047 | 0,037 | 0,013 | 0,006 2,08 | 10,503
3. saat Rap D3 0,055 | 0,046 | 0,037 | 0,012 | 0,006 2,18 | 19,738
3. saat Knt E2 0,054 | 0,046 | 0,038 | 0,011 | 0,005 | 2,155 | 19,01
3. saat Knt E3 0,055 | 0,046 | 0,037 | 0,013 | 0,006 2,08 | 10,556
6. saat PA F2 0,06 | 0,049 | 0,037 | 0,018 | 0,008 | 2,121 14,3
6. saat PA F3 0,06 | 0,049 | 0,038 | 0,017 | 0,008 | 2,126 | 13,835
6.saat PA+Rap G2 0,061 0,05 0,038 | 0,019 | 0,009 2,129 | 14927
6.saat PA+Rap G3 0,06 0,049 | 0037 | 0018 | 0,009 2,13 14,76
6. saat Rap H2 0,06 0,05 0,038 | 0,018 | 0,009 1,934 | 14,362
6. saat Rap H3 0,061 0,05 0,039 | 0017 | 0,008 2,126 | 13,872
6. saat Knt B2 0,056 | 0047 | 0,039 | 0012 | 0,005 2,206 | 19,436
6. saat Knt B3 0,054 | 0046 | 0038 | 0011 | 0,005 2,238 | 18,908
9. saat PA c2 0,066 | 0052 | 0,037 | 0024 | 0,011 2,124 | 19,216
9. saat PA c3 0,063 0,05 0,037 | 0,021 0,01 2,157 | 16,424
9.saat PA+Rap D2 0,059 | 0051 | 0041 | 0,013 | 0,007 1,969 | 10,261
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9.saat PA+Rap D3 0,056 0,048 0,039 0,012 0,006 2,139 19,899
9. saat Rap E2 0,047 0,043 0,038 0,005 0,002 2,14 13,734
9. saat Rap E3 0,049 0,044 0,038 0,005 0,002 2,255 14,304
9. saat Knt F2 0,049 0,043 0,037 0,007 0,003 2,127 15,475
9. saat Knt F3 0,049 0,044 0,037 0,007 0,003 2,203 15,321
12. saat PA G2 0,048 0,043 0,038 0,005 0,002 2,17 14,183
12. saat PA G3 0,047 0,043 0,037 0,005 0,003 2,163 14,346
12.saat PA+Rap H2 0,055 0,048 0,038 0,012 0,007 1,725 19,274
12.saat PA+Rap H3 0,059 0,052 0,045 0,009 0,004 2,329 17,552
12. saat Rap B2 0,08 0,063 0,049 0,026 0,011 2,329 20,952
12. saat Rap B3 0,069 0,053 0,038 0,026 0,012 2,131 20,575
12. saat Knt C2 0,064 0,051 0,038 0,022 0,01 2,151 17,206
12. saat Knt C3 0,063 0,05 0,037 0,021 0,01 2,113 16,424
24. saat PA D2 0,048 0,044 0,039 0,004 0,002 1,872 13,555
24. saat PA D3 0,048 0,044 0,039 0,005 0,002 2,293 13,783
24.saat PA+Rap E2 0,053 0,048 0,042 0,007 0,003 2,237 15,357
24.saat PA+Rap E3 0,05 0,045 0,039 0,007 0,003 2,123 15,603
24. saat Rap F2 0,066 0,056 0,045 0,017 0,008 2,204 13,238
24. saat Rap F3 0,059 0,049 0,037 0,017 0,008 2,166 13,917
24. saat Knt G2 0,077 0,06 0,045 0,028 0,013 2,173 22,719
24. saat Knt G3 0,076 0,058 0,04 0,032 0,015 2,143 25,748
Elde edilen RNA 0Orneklerinin %1’lik agaroz jeldeki goruntusu sekil 3.4°de
gosterilmistir.
__ 285RNA
— 18SRHNA
— 5SRNA

Sekil.3.4 RNA izolasyonu sonucu %1’lik agaroz jeldeki goruntisa.
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3.3. cDNA Kontrol PZR

INS-1E hcrelerinden elde edilen RNA’lar ticari kit kullanilarak cDNA’ya
cevrilmeleri icin uygun protokol uygulanmistir. Protokol sonunda cDNA’larin elde
edilip edilemedigi kontrol (house-keeping) primerleri ile kontrol edilmistir. Burada
yapilan klasik PZR’de rat aktin § kontrol primerleri kullanilmistir. 99 baz ¢ifti
uzunlugundaki bant gorintisu sekil 3.5’de goOsterilmistir. Bir sonraki asama olan
gercek zamanli PZR’de elde edilen bu cDNA’lar kullaniimistar.

1. 2. 3 4.5 6.7.8 9.

Sekil 3. 5. cDNA PZR ornekleri.

3.3. Kantitatif Gergcek Zamanh PZR (QRT-PZR) Sonuclan

Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir ornegin, baslangic RNA
miktar: 100 ng olacak bicimde ayarlanmigtir ve cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Her bir hedef gen ve B aktin (housekeeping gen) genleri igin ticari olarak tasarlanmis
gene 6zgu primerlerden ve bir kilitli nikleik asit (LNA) ile kisa FAM isaretli hidroliz
probu kullanilmig olsa da calismaya baslamadan ©6nce optimizasyon amaciyla
caligmalar yapilmistir. Florsan isaretli olan problarin calistigi kontrol edildikten
sonra elde edilen cDNA’lar ile Kkantitatif gercek zamanli PZR analizi

gerceklestirilmistir. Kantitatif gergek zamanl PZR sonucu olusan Griin miktarinin
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artmasiyla beraber florosan boya FAM daha ¢ok baglanmakta ve boylelikle floresan
1s1ma artmaktadir (sekil 3.7). Esik degerinin tizerinde anlamli floresan artis1 gézlenen
ilk dongu sayisina Ct (Cycle Threshold) veya Cp (Crossing point) denilmektedir
(sekil 3.7, sekil 3.8, sekil 3.9). Gen ifadelenmesindeki degisim oran: (Relative
expression ratio, R ) asagidaki formile gore hesaplanmaktadir. Burada E, etkinlik

(efficiency) 2’dir.

ACPtarget ( controf — sample )

( Etarget)
R=

( Eref)

ACPref (controf — sample )

Sekil 3.6. Gen ifadelenme degisim orani hesaplama formuli.

Cahismada KPC genleri ATF6, PERK, XBP1, GRP78, CHOP, otofaji genleri
Beklinl, ATG5, ATG?7, LC3-1, apoptoz genleri Bcl-2, Bcl-XL ve Bax’in 3., 6., 9.,
12. ve 24. saatlerdeki palmitik asit, palmitik asit+rapamisin ve rapamisin
uygulamasina bagli olarak kontrol (housekeeping) gen aktin [ oranla
ifadelenmelerindeki degisikliklere bakilmistir. Yapilan calismalardan ATF6’ya ait
ornek referans gen (sekil 3.8) ve hedef gen (sekil 3.9) amplifikasyon egrileri
asagidaki gibidir. Ayni protokol diger 12 gene i¢in uygulanmistir.

M i
e hie e bk e Py i

Tl are e o i @ et fg s

ot |G e et | Do 0 - e s W K LC
rree
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Sekil 3.7. ATF6 qRT-PCR calismas: zaman-florsan grafigi.
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Sekil 3. 9. Hedef gen amplifikasyon egrileri ve etkinlik degeri.
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Referans amplifikasyon egrileri ile hedef gen egrileri arasindaki farkliliklar ATF6

geninin bu zaman araliklarinda ifadelenme farkliliklarni gostermektedir. ATF6’nin

3, 6, 9, 12 ve 24. saatlerdeki palmitik asit, palmitik asit+rapamisin, rapamisin
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uygulanmasina bagli olarak kontrol gene gore ifadelenmelerindeki degisiklikler

asagidaki sekilde verildigi gibi bulunmustur.

ATF6 geninin Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin,Rapamisin
uygulamasi-zaman iligki grafigi

500- 472,72
_ 400
@
S 3001
8 =P
= 200 mP+R
“ 1001 oR
O,

zaman(saat)

Sekil 3. 10. ATF6 geni zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenmesindeki kat artis.

ATF6’nin kontrol gene oranla ifadelenmesindeki en buyik degisiklik 6.saat palmitik
asit + rapamisin uygulanan INS-1E hucrelerinde saptanmistir. 6. saatteki palmitik
asit + rapamisin uygulamasindaki gen ifadelenmesindeki artis 472 iken, 6. saatteki
sadece palmitik asit uygulamasindaki artis 22, sadece rapamisin uygulamasindaki
artis 59 dur (sekil 3.10). ATF6’nin ifadelenmesindeki bu degisiklikler istatistiksel
olarak da degerlendirildiginde anlamli bulunmustur (p= 0,02, p<0,05).

GRP78 ifadelenmesi Ozellikle 6. saatte palmitik asit uygulanan hucrelerde diger
durumlara oranla istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermektedir. GRP78’in
rapamisin uygulamasina ise ayni cevabi vermedigi goOrtlmuistir. Tek basina
rapamisin uygulamasina gore palmitik asit + rapamisin uygulamasina verdigi cevap
iki kat daha fazladir. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (sekil.
3.11).
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GRP78 geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi-zaman iligkisi grafigi

168
+bo

180
160
140+
120
100

801 mP

601 41 B P+R

40| % oR
20

gen kat artigi

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil. 3.11. GRP78 geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi.

ER stres uygulamasmi takiben PERK’in verdigi cevap incelendiginde ATF6 ve
GRP78’den farkl: olarak ifadelenmesindeki en yuksek artisin 6. saatte rapamisin
uygulamasinda oldugu gorilmustir. Sadece palmitik asit uygulamasindaki artis ile
palmitik asit+rapamisin uygulamasindaki atis arasinda 1,43 kat fark varken otofaji
aktivatori olan rapamisin verildiginde PERK ifadelenmesindeki artisin diger
uygulamalara oranla yaklagik 50 kat arttigi saptanmustir. Diger saatlerde ve
uygulamalarda PERK ifadelenmesinde higbir 6nemli degisiklik saptanamamistir
(sekil 3.12).
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PERK geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi -zaman iligki grafigi

160- 149,2
140+
120+
100+
80 oP
601 43 mP+R

40+ OR
20+

o

gen kat artisi

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil 3. 12. PERK geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artis.

ER stresi durumunda aktive olan diger dnemli KPC genlerinden olan XBP-1’in
yaratilan strese verdigi ilk cevap 9. saatte saptanmistir. Sadece palmitik asit ve
sadece rapamisin uygulamalarina cevap veren XBP-1’in palmitik asit+rapamisin
uygulamasina karsilik stres cevabi olusturmadigi gortlmistir. Bu konuda 6. saatte
palmitik asit+rapamisin uygulamasina cevap olarak artan ATF6’nin XBP-1
ifadelenmesini engellemis olabilecegi duslntlmektedir. XBP-1, PERK’de oldugu
gibi diger saat ve uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli ifadelenme degisikligi
saptanmamistir (sekil 4.13).
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XBP-1 geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi-zaman iligki grafigi

_ 523
600 470

500+
400+

3001 ap

200 BP+R
50.44
’ OR

gen kat artig

100

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil 3.13. XBP-1 geni zamana ve uygulanan maddeye bagh gen ifadelenmesindeki kat artis.

ER stresi durumunda aktive olan bir baska gen CHOP genidir. INS-1E hiicrelerinde
yaratilan stres kosullarinda CHOP’ un en yuksek degerine 6. saat palmitik asit
uygulamasinda ulastigin1 gortlmistir. CHOP’un sadece palmitik asit ve sadece
rapamisin uygulamasindaki artigmin palmitik asit + rapamisin uygulamasindaki
artisindan daha yuksek olusu bir stres algilayicisi olarak c¢alistigini ve rapamisini de
bir stres etkeni olarak algilamis olabilir. CHOP artismin hiicrelerin apoptoza gidisleri
ile iligkili olabilecegi dustnilmektedir. PERK ifadesinin PA olan ortamda 43 kat
artis1 ile PA + Rap ortaminda 32 kat artmis olmas: ise CHOP ifadesinin artisina

PERK’in katkida bulundugunu seklinde yorumlanmustir.

CHOP geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi -zaman iligkisi

14,33

&

®

g P
X

S B P+R
Q

° OR

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil 3.14. CHOP geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artisi.

Palmitik asit ile olusturulan ER stresinde 6. saatte Beklin-1 ifadelenmesinin diger

kosullara oranla anlaml: derecede farkli oldugu bulunmustur.
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Beklin-1 geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin,Rapamisin
uygulamasi zaman iligkisi

14-62.
14,02

16+
141 1113
® 121 8,59
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Sekil 3.15. Beklin-1 geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1.

Otofaji  aktivatori  rapamisin  uygulandigi  kosullarda ise  Beklin-1’in
ifadelenmesindeki artis daha az bulunmustur. Bu da stres durumunda hiicrelerde

Beklin’in daha fazla ifade edildigini disundurmektedir.

Otofaji konjugasyon sistemlerinde rol alan otofaji genleri Atg7, Atg5 ve LC3-1I’in
gOstermis olduklar1 gen ifadelenme degisikliklerinin istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Ancak posttranslasyonel modifikasyonlarin otofajide etkin rol
oynadig1 bilinmektedir bu nedenlede Atg7, Atg5 ve LC3-1 genlerinin ifadelenmis
olmasi otofajinin varhigmin gostergesi olarak kabul edilmistir (sekil 3.16, 3.17, 3.18).

Atg7 geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi-zaman iligkisi

690
6;28

7,

6,
7 5|
5 4l 37
5 . aP
- L7 BP+R
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oR
l,
O,

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil 3.16. Atg7 geni zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenmesindeki kat artisi.
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Atg5 geni palmitik asit, palmitik asit+Rapamisin,Rapamisin
uygulamasi zaman iligkisi
1,95

24
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zaman (saat)

Sekil 3.17. Atg5 geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artigi.

LC3 geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi- zaman iligkisi
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° OR

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil 3.18. LC3-1 geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1.

Anti apoptotik gen Bcl-2, ER stres cevabmnin en etkili oldugu 6. saatte
Ozellikle palmitik asit ve palmitik asit+rapamisin uygulanan kosullarda anlaml
derecede dustugt saptanmistir (sekil 3.19). CHOP’un Bcl-2 Uzerindeki baskilayici

etkisi oldugu gorilmastar.
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Bcl-2 geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi- zaman iligkisi
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o OR

3 6 9 12 24

zaman (saat)

Sekil 3.19. Bcl-2 geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1.

Bir diger antiapoptotik gen Bcl-XL 12. saat palmitik asit uygulamasinda palmitik
asit+rapamisin uygulamasina oranla 5 kat fazla artmistir ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Diger saatlerde ve gruplarda baska artis gostermeyen
Bcl-XI’nin Bcl-2’ye ilaveten palmitik aside karsi hicre hayatta kalimi icin ¢alisan

ikinci bir mekanizma olarak distinulebilir sonucuna varilmistr.

Bcl-XL geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapamisin
uygulamasi-zaman iligkisi

1075
1UTro
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1000+
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Sekil 3.20 . Bel-XI geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artigi.

Bax geninin palmitik asit stres faktoriine kars: zaman bagli olarak géstermis oldugu

ifadelenme degisimleri istatistiksel olarak anlaml: bulunmamistir. Ancak Bax / Bcl-2
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orani g6z 6nune alindiginda 12. saat palmitik asit+rapamisin grubunda 61im oraninin

en az olusu hicre hayatta kalhmi ici devrede olan bir sistemin oldugunu

dustindurmektedir.

Bax geni Palmitik asit, Palmitik asit+Rapamisin, Rapmisin

uygulamasi zaman iligkisi

2,09
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3 6 9 12 24
zaman (saat)
Sekil 3. 21 . Bax geni zamana ve uygulanan maddeye bagli gen ifadelenmesindeki kat artis1.
Bax/Bcl-2 orani Palmitik asit,Palmitik asit+ Rapamisin,
Rapamisin uygulamasi zaman iligkisi
3,57
3,
2,54
2
gen kat artigi 5 oP
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3 6 9 12 24
zaman (saat)

Sekil 3. 22 . Bax / Bcl-2 genlerinin zamana ve uygulanan maddeye bagl gen ifadelenmelerindeki kat

artig1 oranlar.



Cizelge. 3.3. Zaman-madde istatistiksel ortalamalar1, standart sapmalari ve p degerleri
GEN Grup
3.saat 6.saat 9. saat 12. saat 24, saat
Ort. Std Sp. | Ort. Std Sp. | Ort. Std Sp | Ort. Std.Sp | Ort. Std.Sp
P 0,33 0,46 | 0,63 0,27 | 0,00 0,00 | 0,50 0,17 | 58,69 18,11 F
ATF6 P+R 0,37 0,48 | 578,44 31,17 | 2,45 2,98 | 0,00 0,00 0,82 0,35 | 4,57 0,02
R 2,04 2,61]3,10 3,72 8,20 9,22 | 0,02 0,02 | 310,43 398,51
P 0,06 0,15 | 23,16 451 | 3,09 3,30 | 55,40 51,43 27,13 15,43
XBP1 P+R 5,68 4,17 | 470,56 160,52 | 0,06 0,06 | 730,75 838,08 | 98,08 137,56 | 1,61 0,23
R 0,50 0,06 | 7,22 4,60 | 1,09 2,15/ 2,46 2,16 0,32 0,27
P 1,03 0,28 | 2,62 1,45|1,42 0,29 0,88 0,32]1,43 0,77
PERK P+R 2,97 1,17 2,45 234|116 0,50 | 1,84 1,610,85 0,58 | 6,4 0,01
R 0,42 0,28 | 8,67 3,07 | 1,49 0,82 1,59 0,87]1,81 1,15
P 1,03 1,32 |1811,29 159,59 | 0,20 0,08 | 12,35 5,00 | 3,83 0,46
Grp78 P+R 0,49 0,11 | 858,83 1042,12 | 0,45 0,14 | 5,40 5,00 7,19 0,59 | 14,99 0
R 0,48 0,23 | 312,98 266,55 | 0,47 0,20 | 1,14 0,37 1,10 0,49
P 2,13 1,45 | 6,28 447|117 0,54 | 4,38 0,34 13,01 4,37
CHOP P+R 2,60 0,12 | 2,24 0,20 | 3,44 2,59 | 3,26 0,41]7,88 2,58 6,73 0
R 0,97 0,88 | 3,70 0,34 0,95 011|173 0,08 | 0,47 0,66
P 2,13 1,45 | 6,28 447|117 0,54 | 4,38 0,34 13,01 4,37
Beklin-1 P+R 2,60 0,12 | 2,24 0,20 | 3,44 2,59 | 3,26 0,40 7,88 2,58 | 6,73 0
R 0,97 0,88 | 3,70 0,34 0,95 011|173 0,08 | 0,47 0,66
P 0,45 0,36 | 3,53 283|212 1,311 1,89 0,37 | 0,53 0,37
LC3-I P+R 0,41 0,08 | 2,94 3,88 2,74 0,22 3,73 2,39 0,69 0,72 2,75 0,07
R 1,09 0,71 1,22 1,23 1,46 1,26 | 5,71 1,49 | 3,62 3,39
P 0,75 011|047 0,08 1,70 0,13]0 0]10 0,71
Atg5 P+R 0,76 0,007 | 0,62 0,03 0,89 0,06 |0 0]1.24 1,18 | 6,39 0,01
R 1,12 0,20 | 1,07 0,16 1,13 0,11 0,49 0,09 | 0,95 0,43
P 3,02 0,64 | 0,41 0,58 | 2,01 0,56 | 1,51 1,07]0 0144 0,28
Atg7 P+R 153 0,21]0,82 114|111 0,112,228 1,50 | 0,02 0,02
R 1,26 0,89 | 1,60 2,22 | 8,96 10,58 | 0,27 0,13 0,05 0,05
P 0,75 0,09 | 0,37 0,23 0,94 0,29 | 0,24 0,16 | 0,37 0,30 1,98 0,2
Bcl-2 P+R 0,95 0,02 0,38 0,05 | 0,63 0,36 | 0,27 0,07 0,32 0,05
R 1,19 0,08 | 1,22 0,52 | 1,04 0,36 | 1,51 0,121,221 0,19
P 11,73 4,96 | 1,00 0,79 0,56 0,26 1,15 0,23 ] 13,29 10,63 | 4,25 0
Bel-XI P+R 2,56 0,23 | 0,04 0,05 | 0,62 0,22 0,39 0,37 | 12,40 15,15
R 5,75 4,16 | 0,06 0,05 1,14 0,16 | 0,35 0,19 8,90 11,70
P 0,64 0,14 | 541 0,13 1,02 0,19 | 1,24 0]1,83 225|176 0,2
Bax P+R 0,59 0,10 | 5,15 0,01 7,37 0,21|1,36 0147 1,72
R 1,24 0,24 6,73 0,02]9,78 0,15 | 2,09 0,19 2,07 2,23
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3.4. Immunohistokimyasal Bulgular

Yaptigimiz bu ¢alismada, 0,5mM PA kullanarak olusan streste hiicrelerin canhilik
oranm 6. saatte %37,6, 9. saatte %31,22, 12. saatte %37,29 ve 24. saatte %12,26
olarak belirlendi. PA+Rap uygulamginda ise bu oranlar siras: ile %37,64, %43,08,
%35,47 ve %22,75 olarak saptandi. Bu bulgular hiicrelerin strese karsi ilk 12 saat
icerisinde otofaji ile direndiklerini ancak 12. saatten sonra apoptoz ile Glumin
gerceklestigini gostermistir. PA ve Rap uygulanan gruplarin 6. ve 12. saatlerdeki
hicre sitoplazmasinda otofajik vakuollere karakteristik grandler goriinim veren
noktasal LC3 immunreaktivitesi floresan isaretleyiciler ile izlendi (sekil 3.23). 6. saat
PA+RAP hicre gruplarinda en kuvvetli ve belirgin graniler LC3 ekspresyonu

saptandi.




g.Kontrol primer+sekonder antikor h.Kontrol sekonder antikor(40X)

Sekil 3.23. LC3-1l proteinin konfokal mikroskopta immunohistokimyasal boyama sonras: elde
edilen gorintlisi a.6. saat 0,5mM PA (63X), b.12.saat 0,5mM PA (63X), c.6. saat 0,5mM
PA+10ngr/ml Rapamisin (63X), d.12.saat 0,5mM PA+10ngr/ml Rapamisin, e.6. saat 10ngr/ml

Rapamisin, f. 12 . saat 10ngr/ml Rapamisin, g.6. saat kontrol primer+ sekonder antikor (63X), h.
12. saat Kontrol sekonder (40X).
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Ozellikle 6. saatte etkin rol alan ATF6’min artmasiyla otofajinin artisindaki
korelasyon bizim 6nerdigimiz sekilde ATF6’nin otofajinin bir belirteci olabilecegini
desteklemektedir.

3.5.Mono-Densyl- Cadaverin (MDC) Boyama Bulgulan

Monodensyl Cadeverin florsan bir boyadir otofajik vakuollerin membranindaki
lipitlere baglanarak bu vakuollerin faz kontrast mikroskopta gortnir olmasini
saglamaktadir. 6. ve 12. saatlerde 0,5mM palmitik asit ve 10ng/ml rapamisin
uygulanan guruplardaki otofajik vakuol olusumunu godstermek icin yapilan MDC
boyama sonucu elde edilen bulgular sekil 3.24.”de gorilmektedir.

a.6.saat PA
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b.6. saat PA+Rap

c.6. saat Rap

d.12. saat PA




7

e.12.saat PA+Rap

f.12. saat Rap

Sekil.3.24. Palmitik asit ve rapamisin uygulanan INS-1E hicrelerinin MDC boyama sonras: elde
edilen goriintist a. 6. saat 0,5mM PA, b.6. saat 0,5mM + 10ng/ml Rap, c. 6. saat 10ng/ml Rap d.12
saat 0,5mM PA e. 12. saat 0,5 mM + 10ng/ml Rap f. 12. saat 10ng/ml Rap.
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4. TARTISMA

Pankreatik beta huicrelerinde serbest yag asitlerinin neden oldugu ER stresi yapilmis
caligmalarla gosterilmis olsa da bu olaya katilan mekanizmalar hentiz tam olarak
ortaya konamamistir (Cnop, Foufelle ve ark., 2012). ER stresi sonucunda birbirinden
farkli ve birbiri ile zit sonuglar ortaya ¢ikabilir ve bu konuda stres algilayicisi olarak
calisan KPC elemanlarinin olusturduklari sinyallerin sonuglarmi hiicrenin kaderini

belirlemek yontinde nasil degistirdiklerini anlamak oldukga 6nemlidir.

Serbest yag asidinin indikledigi B hucresi fonksiyon bozuklugunun molekiler
mekanizmasmi ortaya c¢ikartmak adina yapilan calismalarin amaci primer olarak
diabetin patogenezini anlamaktir. Insilin direncini T2D gelisimi takip eder. Insiilin
direncinin en Onemli nedeni plazmada bulunan yiiksek miktardaki serbest yag
asididir. Buna ek olarak periferal dokulardaki instlin hassasiyetinin azalmasi,
plazmada artan serbest yag asidi miktar1 beta hiicresi fonksiyonunun bozulmasina
neden olur. Insilin salgilayan hiicrelerde ve izole edilen islet hiicrelerinde yapilan
bircok ¢alismanin amaci B hicre fonksiyon bozukluguna neden olan lipotoksitite
mekanizmalarmi ortaya ¢ikartmaktir. in vitroda insiilin salgilayan hiicrelerin veya
izole edilen islet hicrelerinin uzun siire serbest yag asitine maruz kalmas: apoptoza

neden olmaktadir ki bu da T2D’de gorulen B hiicre kaybini agiklamaktadir.

Otofaji aclik ile veya baska bir formdaki besin azalmasina cevaben hiicresel enerji
uretimi i¢in substrat saglayan bir yikim mekanizmadir. Otofaji ayni zamanda
mitokondrion gibi hasarli veya yaslanmis hiicre i¢i organellerin yeniden
kazandirilmasi icin ¢alisan katabolik bir yolaktir. Bu neden ile otofaji stres olamayan
kosullarda hucre i¢i temizligi saglayan bir rol oynar. Ancak stres kosullarinda
koruyucu bir rol tasimaktadir. Uzun sire otofajinin 6zellikle organel ve protein geri
dondstimunde rol aldigi disunulmus olsa da yapilan son calismalar 6zellikle
karbohidrat ve lipid ara drtinlerinin neden oldugu metabolik stres ile otofaji arasinda

bir baglant: oldugunu gostermistir (Kaushik, Singh ve ark., 2010). Bu yeni bilgiler
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otofajinin hiicresel metabolik kapasitesinin diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli bir rol

oynadigimi vurgulamaktadir.

Pankreatik B htcrelerinde instlin tretimi fazla oldugundan ER’lerinde oldukca fazla
yuk vardir. Bu nedenle pankreatik B hiicreleri ER stresine karst oldukca hassastir.
Pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyonunun ve canliliginin korunmasinda otofaji
onemlidir (Quan, Hur ve ark., 2012, Hur, Jung ve ark., 2010) ancak T2D’in hicre ve
hayvan modellerinde otofajinin pankreatik B hucrelerinin patolojisine karistigi da

gosterilmistir ve halen bu mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir.

ER stresi kosullarinda aktif hale gelen ATF6 nin aktivasyon mekanizmasi konusunda
az sayida calisma bulunsa da insulin salgilayan pankreatik B htcrelerindeki ATF6
yolagini agiklayan net bir bilgi bulunmamaktadir. Teodoro ve ark. nin 2011 yapmis
oldugu calismada, INS-1E (rat pankreatik beta hiicre serisi) hicrelerinde ATF6’nin
susturulmas: ile apoptotik fenotipin gelistigi, PERK ve IRE-1 yolaklarinin etkili
caligmadigr ve ER stresine karsi daha hassas hale geldigi gosterilmis olmasina
ragmen otofajiyle ilgili herhangi bir acgiklama bulunmamaktadir. ATF6
transkripsiyon faktortiniin bazi kosullarda apoptozu tetikledigi bilinmektedir. Ancak

bu slirecin nasil ¢ahistigi hentiz bilinmemektedir.

Yaptigimiz galigmada, rat pankreatik B hucre serisi olan INS-1E hiicrelerinde serbest
yag asidi palmitik asit (PA) ile stres yaratildiktan sonra zamana bagli olarak
hicrelerin bu strese verdikleri otofajik cevapta ATF6’nin rolinun arastirilmasi

planlanmistir

Choi, Lee ve arkadaslarinin 2009 yilinda INS-1E hicreleri ile yapmis olduklart
calismada PA’in Ozellikle glukoz ile birlikte verildiginde hicre canliligmi énemli
Olcude azalttigim1 glukozun tek basina toksik olmadigini aksine belirli bir
konsantrasyonda verildiginde hiicre canlhiligin1 arttirdigmi gostermislerdir. PA’ya
maruz kalan hucrelerin canliligindaki azalmanin zamana bagli oldugunu
saptamiglardir. PA’ nin INS-1E hicrelerinin 24 saat sonunda apoptoz yolu ile

Olduklerini gostermislerdir. 12 saat PA ile kars1 karsiya kalan INS-1E hicrelerinde
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ise otofajinin aktive oldugunu ve bu aktivasyonda ER stresinin ve smif 111 PI3K’1n
rol aldigin1 saptamglardir. 0,4AmM PA ve 25mM glukoz ile birlikte 20ng/ml
rapamisin verildiginde hiicre canliliginin 12. saatte %40 - 65 oraninda arttigini
gostermiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda PA ile karsilasan INS-1Ehucrelerinin mTOR
yolag: Uzerinden aktive olan otofaji mekanizmasmin PA’nin indikledigi apoptotik

hicre 6limine karsi1 koruyucu bir rol oynadig: gosterilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, 0,5mM PA kullanarak olusan streste hticrelerin canlilik
orant 6. saatte %37,6, 9. saatte %31,22, 12. saatte %37,29 ve 24. saatte %12,26
olarak belirledik. PA+RAP uygulaniginda ise bu oranlar sirasi ile %37,64, %43,08,
%35,47 ve %22,75 olarak saptanmistir. Bu bulgular hiicrelerin strese karsi ilk 12 saat
icerisinde otofaji ile direndiklerini ancak 12. saatten sonra apoptoz ile 6lumin
gerceklestigini  gostermektedir. Bununla birlikte Rapamisinin, strese karsi

koruyuculuk etkisinin 9. saatten itibaren kalktig: soylenebilir.

Cunha ve arkadaslarmin INS-1E, primer rat beta hicrelerinde ve insan islet
hicrelerinde yapmis olduklari ¢alismada PA ile birlikte glukozun ER stresi
olusturmada bir etkisinin olup olmadigini aragtirmiglardir. Calismalarinin sonunda bu
hiicrelerde PA ile birlikte uygulanan yiksek glukoz konsantrasyonunun bir etkisinin
olmadigin1 ER’de meydana gelen stresin glikolipotoksik degil lipotoksik oldugunu

gOstermislerdir.

Literatur bilgileri ile uyumlu olarak bizim calismamizda glukoz olmaksizin tek
basina palmitik asidin 0,5mM konsantrasyonda ER stresi yarattigi, KPC genlerini
aktive ettigi gOsterilmistir. Strese karsi en etkili cevabin 6zellikle 6. saat i¢inde
verildigi XBP-1’in ise digerlerinden daha ge¢ olarak 9. saatte aktive oldugu
saptanmistir. ATF6 ifadelenme miktart PA+RAP uygulandiginda sadece palmitik
asit uygulveigindan 24 kat, sadece rapamisin uygulandigindan 8 kat daha fazla
bulunmustur. Bu bulgu, Cunha, Ladriere ve ark., 2009, Tracy Teodoro 2012 ve
ark’min 6nerdigi ATF6’nin stres kosullarinda hicrenin hayatta kalimi yoninde

yonlendirdigi hipotezini desteklemektedir.
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Cunha, Hekerman ve arkadaslarinin 2008 yilinda INS-1E hucrelerinde serbest yag
asitlerinin indikledigi ER stresi ve apoptotik Olumin mekanizmasini ortaya
cikartmak adina yaptiklari calismada doymus ve doymamis yag asitlerinin farkli ER
stres sinyallerini aktive ettiklerini gostermiglerdir. PERK yolaginin 6zellikle palmitat
ile aktive olurken IRE1’in hem palmitat hem de az da olsa oleat ile aktive oldugunu
gostermiglerdir. ATF6 aktivasyonunun iki belirteci olan GRP78 ve XBP1t
ifadelenmelerine bakilarak, palmitat ve oleatin toksik olmayan konsantrasyonlarinda
bile arttig1 gosterilmistir. ATF6 aktivasyonunun 48 saat sure ile toksik ve toksik
olmayan serbest yag asidi uygulamalarinda arttiginin gosterilmis olmasi, ATF6
sinyalinin apoptoza katimadigmi ve pankreatik beta hucrelerinin canliliginin
korunmasinda rol alabilecegini sOylemektedirler. Bizim c¢aligmamizda, 6.saatte
PA+RAP verilen ortamda ATF6 ifadesi 476 kat artmasina ragmen XBP1
ifadelenmesi bu ortamda saate bagl olarak hi¢ artis gostermezken, GRP78 sadece
PA olan ortamda 6.saatte 168 kat ve takiben 9. saatte 80 kat artmistir. XBP1 ise 9.
saate 523 kat artis gostermistir. Sonug olarak, XBP1’in diger ER stres faktorlerinden
daha geg aktiflestigi goralmustur.

INS-1E hicrelerinde, rat ve insan pankreatik hticrelerinde yapilan ¢aligmada artan
PA konsantarsyonunun otofajiyi tetikleyen cok kuwvvetli bir aktivator oldugu
goOsterilmistir. Bizim bulgularimiz ile benzer sekilde PA wuygulanan INS-1E
hicrelerinin canlihiginin 12.saatten itibaren azaldigi saptanmistir. 2012 yilinda
yayinlanan bu cahismada ilave olarak primer insan pankreatik beta hicreleri
kullanilmig ve 48. saatte rapamisinin koruyucu etkisinin oldugu gosterilmisdir
(Martino, Masini ve ark., 2012) .

ATF6’nin golgide kesiminden sonra olusan ve transkripsiyon faktor olarak gorev
yapan kismmnin (ATF6a-p50) stres durumunda olmayan B hicre hatlarinda ve primer
kemirgen isletlerinde ifadelendigi ve INS-1E hucrelerinde ATF6o susturulmasina
bagli olarak GRP78 ifadelenmesinin azaldigi ve apoptozun indiklendigini
gosterilmistir (Tracy Teodoro 2012). Kontrol kosullarinda ER stresine cevap olarak
ifadelenmeleri ATF6o tarafindan kontrol edilen GRP94 ve ERAD bileseni Herp’in

ifadelenmelerinde ATF6a susturulmasina bagli olarak hicbir degisikligin olmamasi
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bazal kosularda ATF6 a’nin GRP78 ifadelenmesini korumak igin gerekli oldugunu
gostermektedir. Ancak ER stresi durumunda ATF6a her Uc¢ geninde maksimum
indiksiyonunu saglamaktadir. Ayrica bu ¢alismada ATF6a’nin 72 saat susturulmasi
veya uzun sure fazla ifadelenmesi apoptotik hiicre 6limine neden oldugu da
gosterilmigtir. Boylelikle aktif ATF6 o’mn korunmasi ve ¢ok siki bir sekilde kontrol

edilmesi pankreatik B hiicresi hayatta kaliminda 6nemli oldugu vurgulanmistirr.

Bazal kosullarda aktif ATF6a-p50 nasil olusmaktadir? Stres olmayan kosullarda
kesime ugramayan ATF6 proteini ER membranina bagli bulunmaktadir ve COPII
vezikulleri ile tasinip golgide proteolizise ugramas: igin ER stresine ihtiyag vardir.
Her ne kadar mekanizma tam olarak bilinmese de normal kosullarda pankreatik beta
hicrelerinin ¢ok fazla miktarda ATF6 Urettigi ve bunlardan bir kismmin ER den
uzaklasip golgiye geldigi isleme ugradigi dustintilmektedir. Buna ek olarak normal
kosullarda golgide bulunan Site-1 proteazin ER ve golgi arasinda bir donglide oldugu
gOsterilmistir. Site-1 proteaz ER’ye gectiginde bazi ATF6’lar1 kesiyor olabilecegi
distnulmektedir (Bartz, Sun ve ark., 2008).

Gahismamizda ATF6 ifadelenmesi 6.saatte sadece PA uygulandiginda 22 kat artis
gOzlenirken, PA+RAP uygulanan hiicrelerde 472 kat artmistir. GRP78 ise sadece PA
uygulanan hucrelerde 168 kat artmistir. GRP78’de ki bu artisin sebebi 6. saat PA’da
22 kat artan ATF6’nin GRP78’in ifadelenmesi igin yetmis olabilecegi soylenebilir.
ER stres transkripsiyon faktorlerinin ¢ok kisa bir stre ve ¢ok kontrolli bir sekilde
caligmalar1 gerektigi distndldiginde; bu bulgu, (Tracy Teodoro 2012) bazal
kosularda ATF6 o’min GRP78 ifadelenmesini korumak igin gerekli oldugunu
sonuclartyla uyumlu bulunmustur. Wu, Ruas ve arkadaslart 2011 yilinda
yayinladiklari calismalarinda, pankreatik B hicrelerinde saperon ifadelenmesini
korumak i¢in mutlaka aktif ATF6a olmak zorunda oldugunu ve PA uygulandiginda
artan GRP78 ifadelenmesinin bazal kosullarda bulunan aktif ATF6o’dan

kaynaklandigi gorisuni onermislerdir.

CHOP’un, KPC’nin her 3 yolag: tarafindan duzenleniyor olmas: bu transkripsiyon

faktorindn ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. CHOP transkripsiyon faktor(
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olmayan hticreler apoptozdan 6énemli 6lgtide korunurlar. CHOP apoptoza ve oksidatif
strese neden olan genlerin ifadelenmelerini degistirerek ve PERK aracilikh
translasyonel inhibisyonun azalmasmi saglayarak hticre 6limini duzenlemektedir.
CHOP’un hedefleri arasinda Bcl-2 ailesi uyeleri bulunmaktadir. ER stresi
durumunda dengeyi proapoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinden yana degistirerek

apoptotik sinyallerin artmasini saglamaktadir.

Cui, Ma ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar: cahsmada PA’ya maruz kalan fare
BTC3 hicrelerinde Grp78 ve CHOP ifadelenmelerinin zamana bagli olarak
arttiklarin1 gostermislerdir. Ayni sekilde PA uygulamasina bagli olarak ATF6, PERK
ve IRELl’in de arttigin1 gostermislerdir. Bu calismada PA’ya bagli olarak artan
CHOP’un Bcl-2 ifadelenmesini inhibe ettigi glutatyonun azalmasina neden oldugu ve
proapoptotik protein BAX’in translokasyonuna yardim ederek apoptozu indikledigi

bilinmektedir.

Bizim ¢aligmamizdaki bulgularda, CHOP gen ifadesi 6. saatteki PA ortaminda 14 kat
artarken ve PA+RAP uygulanan hicrelerdeki artis1 6 kat olarak bulunmustur. Ayni
saatte her iki kiltirde Bcl-2 gen ifadesi 6. saatte azalmistir. Bu sonuglar, CHOP’un
Bcl-2 Gzerindeki baskilayici etkisini gostermesinin yani sira, PERK ifadesinin PA
olan ortamda 43 kat artis1 ile PA+RAP ortaminda 32 kat artmis olmas: ile CHOP

ifadesinin artisina katkida bulundugunu gostermektedir.

Anti apoptotik proteinlerden Bcl-2 ve Bcl-XL apoptoz gibi otofajiyide inhibe
edilebilmektedirler. Otofaji vezikuli olusumunda gorev yapan Vps34 PI3K’in
aktivitesi Beklini de iceren bir grup protein tarafindan kontrol edilmektedir. Bcl-2 ya
da Bcl-XL Beklinin BH3 bolgesine baglanarak otofaji (zerinde etkisiz hale
getirebilmektedirler (Levine, Sinha ve ark., 2008). Bcl-XL’nin JNK tarafindan
fosforillenmesi Bekline baglanmasini zayiflatmakta ve otofajiyi aktive etmektedir.
Ancak Pattingre, Tassa ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklari ¢alismada otofaji
inhibitord  olarak etki gosteren Bcl-2 veya Bcl-XL’nin hiicre igindeki

lokalizasyonuna bagli oldugunu sadece ER’de bulunan Bcl-2 ve Bcl-XL’nin bu
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etkiyi gosterdigini mitokondriyel Bcl-2 ve Bcl-XL’nin bdyle bir etkisinin olmadigi

goOstermiglerdir.

Otofajinin en o6nemli temel proteinlerinden olan Atg4D, Atg5 ve Beklinl’in
proteolitik olarak yikimmin apoptotik hiicre 6limuni arttirabileceginin gdosterilmesi
bu iki o6lim mekanizmas: arasindaki etkilesim igcin glcli bir dayanak
olusturmaktadir. Atg5, Atgl2 ile bir dimer olusturarak ATG16L ile baglanmakta ve
otofajik izolasyon zarmin olusumunda rol almaktadir. ATG5’in FADD (Uzerinden
gerceklesen apoptoz mekanizmasinda rol alan bir protein ile etkilestigi ve hiicre
olimiinde rol oynadig: gosterilmistir (Bell, Leverrier ve ark., 2008). Bir¢ok apoptotik
uyaran Atg5’in kalpein tarafindan kesilerek ikiye bdlunmesine yol agmistir. Kesilen
proteinin amino kismmin mitokondri zarindaki Bcl-XL ile etkilestigi, sitokrom c
salmimina ve kaspaz aktivasyonuna neden oldugu goOrtlmustir. Yine apoptoz
sirasinda otofaji proteini Beklinin ve Atg4D’nin kaspazlarca yikima ugratildig:
saptanmistir.  Bunlara ek olarak yakin zamanda Atg7 ve Atgl2-13
konjugasyonununda apoptozla iliskili oldugu go6zlenmistir. Kisaca bazi otofaji
proteinleri apoptoz yolaklar: tarafindan kullanabilmektedirler (Walls, Ghosh ve ark.,
2010).

Bu calismada Beklin-1 ifadelenmesinin PA uygulanan hiicrelerde 6.saatte 14 Kat,
PA+RAP ortaminda 11 kat artig gostermistir. Bcl-2 ise 6.saatte ¢cok dusuk duzeyde
bulunmas: nedeniyle Beklin’deki bu artis 6. saatte otofajinin tetiklendigini gosteren
onemli bir bulgudur. Sadece RAP uygulanan ortamda ise Beklin ifadesi sadece 5 kat
artmistr.  Bu da stres durumunda hicrelerde Beklin’in daha fazla ifade
edilebilecegini gostermektedir. Bcl-2 dizeyi stres uygulanan durumlarda dustk

bulunurken, sadece RAP uygulanan hiicrelerde 12. saatte 1.5 kat artig gostermistir.

Bir serbest yag asidi olan PA’nin 3 hucrelerinin apoptozuna neden olan 6énemli bir
ER stres faktori tetikleyicisi oldugu bilinmektedir (Martino, Masini ve ark., 2012).
Cunha ve ark., 2008 PA’ya maruz kalan hicrelerin canliligindaki azalmanin zamana
bagli oldugunu ve PA’ nin INS-1E hicrelerinin 24 saat sonunda apoptoz yolu ile

Olduklerini, 12 saat PA ile kars1 karsiya kalan INS-1E hucrelerinde ise otofajinin
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aktive oldugunu saptamislardir. Bizim bulgularimizda hiicre canlilig1 24. saatte %87
ve 48. saatte %97 olacak sekilde zamana baglh olarak azalmistir. Apoptoz igin 6nemli
bir belirtec olan Bax/Bcl2 oranina bakildiginda bu oran 6. saatte en dusik iken
otofajinin 6.saatte en ylksek oldugu ve daha sonra ki saatlerde apoptozun 9. saatten
itibaren 24. ve 48. saatlerde giderek arttigi belirlenmistir. MTT sonuglarina hticre
canlilik oranlari en yiksek 6. saat Rapamisin uygulamasinda gozlendi (%151).
Otofajinin canlilig: artirict etkisini gosteren bir bulgu olarak yorumlandi. Sadece PA
uygulanan hiicrelerde canlilik oran: 3. saatte %56 iken, 6.satte %37, 9. saatte %31’e
dismustur. PA ile stres olusturulan ortama RAP eklendiginde canlilik oraninin arttigi
belirlenmistir. 24. ve 48. saatte canlilik en disuk dizeye inmis ve bu canlilikdaki
azalmanin  apoptotik 6limle  gergeklestigini  gOsteren  bir  bulgu olarak

dgerlendirilmistir.

Ozellikle son yillarda yapilan ¢alismalar ve otofaji hakkinda molekiiler diizeyde elde
edilen veriler hicre 6lumdnun nasil kontrol edildigi konusundaki bakis agimizi
degistirmistir. Buttn bu bilgi birikimi halen karmasik bir tablo ortaya koymaktadir.
Otofaji bazi1 kosullarda hiicrenin stres direncini arttirmakta ve hayatta kalmasimi
saglamaktadir. Buna karsin bazi kosullarda otofajik aktivite dlim ile sonlanmaktadir.
Ayrica otofaji ve apoptoz arasinda oldukca karmasik iliskiler soz konusudur. Yapilan
caligmalar bir hicre igi yikim ve geri donisim mekanizmas: olan otofajinin nasil
olup da hiicre dlimune yol agtig1 konusunu ancak kismen agiklhiga kavusturmaktadir.
Otofaji bozukluklarinin basta diyabet, kanser, iskemik ve ndrodejeneratif hastaliklar
olmak lizere pek gok hastalikla olan baglantis1 otofaji arastirmalarmin insan saglig:

acisindan 6nemini gostermektedir.

Glembotski ve arkadaslarnin 2009°da yaptiklar: ¢alismada rat ventrikuler myosit
hiicrelerinde yaptigi calismada reperfiizyon sonrasi gelisen iskeminin KPC’nin ATF6
kolunu aktive ettigini ve buna bagl olarak sentezlenen proteinlerin myokardial
hiicreleri reperflizyona karsi korudugunu gostermislerdir. INS-1E hicrelerinde
palmitatin indikledigi strese karsi hiicrelerin otofaji ile korunabildigi gosterilmistir
(Choi, Lee ve ark., 2009) ancak bu stre¢te KPC’nin hangi kolunun /kollarinin major

rol aldig: halen tzerinde ¢ok calisilan bir konudur. ER stres ve KPC aktivasyonu ile
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hastaliklar arasindaki iligskiler kurulurken lipit metabolizmasminda bu sirecte rol
aldigi1 ortaya c¢ikmistir. KPC sinyal yolaklart ve ATF6 gibi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunun sadece ER stresinde degil lipogenezin transkripsiyonel
dizenlenmesinde de rol aldigi gosterilmistir (Flamment, Hajduch ve ark., 2012),
(Morgan ve Dhayal 2010). Birbiri ile oldukca yakindan iliskili ve i¢ ice ge¢cmis olan
KPC sisteminin ayn1 zamanda lipit metabolizmasin1 da dizenliyor olabilmesi
durumu daha da karmasik hale getirmektedir. Bu nedenle 6zellikle T2D, alzehimer,
kanser gibi multi faktoriyel hastaliklarda lipit metabolizmasi- instlin biyosentezi- ER
stres- hicre olimu arasindaki iliskileri ortaya c¢ikartan calismalarin sonuglar:

heyecanla beklenmektedir.

ER stres yolagindaki genlerin farkli hiicrelerde farkli stres uygulandigi durumlarda
verdikleri cevabin farkl oldugu bildirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, ilk kez INS-1E
rat pankreatik p hticrelerinde PA ile ER stresi olusturulmus, ortama PA+fizyolojik
otofaji aktivatori olan Rapamisin eklenmis ve ayrica kontrol olarak sadece
Rapamisin uygulanan hicrelerdeki; canlilik, ER stresi ve hicre o6lim yollar:
tizerindeki etkileri incelenmistir. Ozellikle ATF-6’nin  ER stresdeki tam
aciklanamayan rolind irdelemek uUzere 12 gen ifadelenmesi u¢ farkli ortam
kosullarinda 5 farkli saatte incelenmistir. ER sensor proteinlerinden PERK’in diger
ortmalardaki artisina kiyasla, sadece Rapamisin uygulandigi kosullardaki 149 kat
artis gostermis olmasi Rapamasin’i bir stres faktori olarak algiladigi seklinde
yorumlanmigtir. PA ile olusturulan streste ATF6’nin bazal seviyesinin Grp78 igin
yeterli oldugu, ancak ATF6 gen ifadesinin PA uygulanan ortamda degil de strese
ilaveten ortama RAP eklendiginde diger ER stres algilayicilarindan farkl: davranarak
472 kat artmasi oldukca ilgi gekici bir sonugtur. Birgok genin ifadesini kontrol eden
bir transkripsiyon faktorunin bu kadar yukselmesi hiicreye ne gibi kazanclar

sagladig1 ya da sonuclar dogurdugu yapilacak baska calismalar ile irdelenmelidir.



87

5. SONUC VE ONERILER

Bu arastrmada, PA ile ER stres olusturulan hicrelerde aktiflesen katlanmamig

protein cevab1 (KPC) mekanizmalarindan, 6zellikle heniiz literatiirde tam olarak

aciklanamamis ATF6 yolaginin, olan hicrenin hayatta kalimi/0lumu segim surecinde

roli tanimlanmaya ¢alisilmistir. INS-1E Rat pankreatik beta hiicrelerine sirasiyla PA,

PA+RAP ve RAP uygulanms kltiirde 3. saat - 48. saat araliginda ER stresi ve hiicre

olim yolundaki gen ifadeleri hiicre canliligi ve apoptoz oranlariyla kiyaslanarak

tartisiimstur.

Literatur bilgileri ile uyumlu olarak bizim calismamizda glukoz olmaksizin
tek basina palmitik asidin 0,5mM konsantrasyonda ER stresi yarattigi, KPC
genlerini aktive ettigi gosterilmistir.

ATF6 ifadelenme miktari PA uygulandiginda 22 kat, PA+RAP
uygulandiginda 472 kat, sadece Rapamisin uygulandigindan 59 kat daha fazla
bulunmustur. ATF6’min  ER stresi oldugunda otofaji uyarilmas: ile
ifadelenmesinin asir1  bir sekilde yukseldigi ilk kez bu calisma ile
bulunmustur. ATF6’nin otofajinin yiksek gozlendigi 6. saatte artmis olmast,
bu transkripsiyon faktorinin, stres kosullarinda hicrenin hayatta kalimina

katkida bulundugu yonindeki hipotezi desteklemektedir.

XBP-1’in ATF6 ve PERK’ den farkli olarak 9. saatte gosterdigi ifadelenme
artis1 ER stresinde daha geg¢ bir sire iginde aktiflestigini ve farkl galistigini

gosteren ilk veri olmasi nedeni ile 6nemlidir.

Rapamisinin ER stres faktori PA’ya karsi koruyucu etkisini otofajiyi
tetikleyerek gosterdigi ancak, bu etkinin 12. saatten sonra ortadan kalktig:
gosterilmistir. Cunkl hucrelerde bu saatten itibaren canlilik oranlari azalms

ve bu azalmanin otofajinin azalarak apoptozisin artmasi seklinde
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gerceklestigini gostermistir. 24. sattteki huicre canlilik oran1 %13, 48. saatteki

hicre canlilik oran1 %3 bulunmustur.

Calismamizda ATF6 ifadelenmesi 6.saatte sadece PA uygulandiginda 22 kat
artis gozlenirken, PA+RAP uygulanan hucrelerde 472 kat artmistir. GRP78
ise sadece PA uygulanan hicrelerde 168 kat artmistir. GRP78’de ki bu artisin
sebebi 6. saat PA’da 22 kat artan ATF6’nin GRP78’in ifadelenmesi igin
yetmis olabilecegi sOylenebilir. Bu bulgu, (Tracy Teodoro 2012) bazal
kosularda ATF6 a’nin GRP78 ifadelenmesini korumak icin gerekli oldugunu

sonuclartyla uyumlu bulunmustur.

PERK artis1 ile CHOP artiginin birbirine paralel olmasi literatlr bilgileri ile
uygun olarak PA uygulanan INS-1E hcrelerinde stres durumunda PERK
CHOP’un ifadelenmesini etkilemektedir. Ayrica CHOP’un antiapoptotik gen
Bcl-2 (izerinde baskilayici etkisi oldugu gorust desteklenmistir.

Beklin-1 ifadelenmesinin PA uygulanan hiicrelerde 6.saatte 14 kat, PA+RAP
ortaminda 11 kat artis gostermistir. Bcl-2 ise 6.saatte ¢ok dusuk dizeyde
bulunmas: nedeniyle Beklin’deki bu artis 6. saatte otofajinin tetiklendigini

gOsteren 6nemli bir bulgudur.

PA ile ER stresi olusan hiicrelerde 6. saatte ATF6, Beklin-1 ve CHOP
artarken Bcl-2 ifadelenmesinde istatistiksel olarak anlamli bir disiis oldugu
ilk kez saptanmistir. Bu azalmanin Once otofajiyi daha sonraki saatlerde

apoptoz gelisimine neden oldugu belirlenmistir.

Gen ifadelenmesinde anlamli artis g0zlenen genlerin western uygulanarak

protein duizeyinde incelenmeleri planlanmaktadir.

Ozellikle PA+RAP uygulanan hiicrelerde 472 kat artan ATF6’nin tam olarak

hangi genlerin ifadelenmesini arttirdigin1 bulmak amaci ile ATF6 promotor
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bolgesi tasiyan bir plazmidi INS-1E hucrelerine uygulayarak ve ATF6
ifadelenmesini  100-1000 kat arttirilmas: otofajik/apoptotik  genlerin

ifadelenmesindeki artis1 daha net gosterilmesi planlanmastur.

Ayrica Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Mudirligii
tarafindan 12B3330025 proje numarasi ile desteklenen projede ATF6 shRNA
ile susturularak etkilenen hticre 6ltim yollar1 ve hangi zaman araliklarinda bu
susturmadan etkilendikleri gosterilecektir. 3MA gibi otofaji inhibitori
verilerek bazal seviyedeki otofaji inhibe edilerek hticrelerin 6lim sireclerini

takip etmekte 6nemli bulgular elde edilecegi dustinulebilir.
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OZET

Pankreatik g Hicrelerinin Endoplasmik Retikulum Stres cevabinda ATF6’min Roli

ER stresi cesitli tetikleyicilere karsi cevap olarak olusur. Cesitli fizyolojik ve patolojik
kosullar ER” da katlanmamis ya da yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine sebep olur.
Bunun sonucunda Katlanmamis Protein Cevabi (KPC) tetiklenir ve hiicre igi sinyal iletim
yolaklart kullanilarak stres asilmaya ¢ahisilir. ER stresi asilamaz ya da stres uzun slre devam
ederse, ER stresi apoptozu aktive eder. Yapilan caligmalar ER stresinin indikledigi
otofajinin yogun ve devam eden ER stresine karsi koruyucu bir rol oynadigi géstermektedir.
Pankreatik beta hicrelerinde insilin Gretimi fazla oldugundan ER’lerinde oldukca fazla yuk
vardir. Bu neden ile pankreatik beta hiicreleri ER stresine karsi oldukca hassastir. ER stresi
kosullarinda aktif hale gelen ATF6’nin aktivasyon mekanizmas: konusunda az sayida
calisma bulunsa da instlin salgilayan pankreatik B hiicrelerindeki ATF6 yolagimi agiklayan
bir mekanizma tam olarak rapor edilmemistir. Pankreatik 3 Hicrelerinin endoplasmik
retikulum stres cevabinda ATF6 yolaginin aktivasyonunun, otofaji Uizerinden gosterebilecegi
hipotezinden yola ¢ikarak, hiicrenin hayatta kalimi/6lumuni secim strecinde hangi genlerin
islevsel oldugunu ve otofaji-KPY arasindaki iligkiyi ATF6 (zerinden tanimlamas:
amaclanmstir.

Bu kapsamda rat pankreatik beta hiicreleri INS-1E hiicrelerine palmitik asit, palmitik asit +
rapamisin ve tek basina rapamisin uygulvei. MTT testi ile hicrelerin canlilik oranlari,
Annexin V testi ile apoptoz oranlar1 belirlendi. Her Gi¢ kosulda 3., 6., 9., 12., ve 24. saatlerde
ER stres genleri ATF6, PERK, GRP78, XBP1, CHOP otofaji genleri Beklin-1, Atg5,Atg7,
LC3-1 ve apoptoz genleri Bcl-2, Bel-XL, Bax genlerinin ifadelenme oranlarina bakild.
Otofajik vakuollerin olusumu MDC boyama ve LC3-1l immunohistokimyasal analiz ile
gosterildi. Palmitik asit ile yaratilan strese karsi en etkili cevap 6. saatte olusmustur. Palmitik
asit ve palmitik asit ile birlikte rapamisin uygulanan ortamlarda 6. saatten itibaren otofaji
baslamig 12. saatte ise apoptotik yolagin aktif hale geldigi belirlenmistir. ER stresinde otofaji
tetiklendiginde ATF6 ifadelenmesindeki artis hiicrenin hayatta kalmasina katki saglamigtir.
Bazal ATF6 duzeyinin, GRP78 ifadelenmesi icin yeterli olabilecegi sdylenebilir. ER stres
kosullarinda PERK ile ATF6’nin CHOP’un ifadelenmesine katkida bulundugu gézlenmistir.

Anahtar Sozcukler: ATF6, ER stres, pankreatik B hiicresi, otofaji
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SUMMARY

The Role of ATF6 in Endoplasmic Reticulum Stress respone in pancreatic f§ cell

ER stress is a response to several triggering factors. Several physiological ve pathological
conditions may lead to the accumulation of unfolded or misfolded proteins in ER. Finally
Unfolded Protein Response (KPC ,Unfolded Protein Response) is triggered ve by using the
intracellular signal pathways the effcet of the stress is reduced. In case of prolonged ER
stress apoptosis is induced ER stress-induced autophagy has been reported as a protective
player against intense ve prolonged ER stress. Due to the high insulin production there is a
heavy load in the ER of the pancreatic cells. Therefore these cells are so sensitive to the ER
stress. Although there are few studies about activation mechanisms of ATF6 in insulin-
secreting pancreatic 3 cells, there is no clear information explanation of Atf6 pathway in
ER stress conditions is stil remained to be elucidative.

We hypothesized that ATF 6 pathway may induce autopahgy as a response to Endoplasmic
Reticulum Stress in pancreatic B cells. So in order to explain the autophagy —KPC
relationship the expression of the genes in the cell survival/death has been investigated in
this study.

In this context Palmitic acid, palmitic acid+rapamycine ve rapamycin were applied to INS-
1E cells of rat pancreatic beta-cells. MTT assay was used for cell viability analysis ve
apoptosis rates were measured with a Annexin V test. At 3" 6" 9" 12" 24™ hours ER
stress genes ATF6, PERK, GRP78, XBP1, CHOP , autophagy genes Beclin-1, Atg5,Atg7,
LC3-1 ve apoptosis genes Bcl-2, Bcl-XL, Bax exppression rates were analaysis in all three
experimental conditions. MDC staining ve immunohistochemical staining of LC3-1l were
used for the detection of the autophagic vacuole formation. The most effective response to
palmitic acid induced stress was in the 6™ hour. Palmitic acid, palmitic acid+rapamycine
conditions autophagy starts at 6™ hour and apoptosis starts at 12" hour. An increase ATF 6
expression has been observed as a result of the autophagy induced by ER stress ve thus may
contribute to the cell survival. Basal ATF6 level, can be sufficient for the GRP78 expression.
Under ER stress condition PERK and ATF6 contribute to CHOP expression.

Key Words: ATF6, ER stress, pancreatic B cells, autophagy
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