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Non-alkolik Yagh Karaciger Hastahginda Endoplazmik Retikulum Stres iliskili
Lipit Birikimi ve Hiicre Oliimii

Ogrencinin Adi: Tugge Demirel

Damsmani: Prof. Dr. Nesrin Kartal Ozer

Anabilim Dali: Tibbi Biyokimya Anabilimdali

1. OZET

Amac: Yiiksek kolesterollii diyet ile olusturulan NAYKH’ da ER stresin lipit birikimi
ve hiicre 6liim mekanizmalari tizerindeki etkilerini arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismamizda, 2-4 aylik 24 adet erkek albino tavsan 4 gruba
ayrildi: 1) Kontrol grubu; vitamin E den fakir yem ile beslendi. 2) Kolesterol
grubu; %2 kolesterol iceren vitamin E‘den fakir yem ile beslendi. 3) Kolesterol +
vitamin E grubu; vitamin E den fakir yem ile beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50
mg/kg/giin uygulandi. 4) Vitamin E grubu; vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/giin
uygulandi. Sekiz hafta sonunda, tavsanlardan kan ornekleri ve karaciger dokulari
alindi. Karaciger dokular1 makroskopik olarak incelendi ve fosfo-IRE1, fosfo-PERK,
Grp94, Grp78, Bax, Kaspaz 9 protein diizeyleri immunblotlama teknigi, IRE1, PERK,
Grp94, Grp78 mRNA ekspresyonlari qPCR teknigi ile belirlendi.

Bulgular: Kolesterol ile beslenen tavsanlarin karaciger dokularinda lipit birikimi ve
nodiiler yapilar gozlenirken, vitamin E verilen tavsanlarda lipit birikiminin azaldigi
gbzlendi. Karaciger dokusunda fosfo IRE1, GRP94, GRP78 CHOP, Bax protein
ekspresyonlarinin kolesterol grubunda kontrollere gore arttigi bulundu. Vitamin E
grubunda kontrol grubuna gére GRP78, IRE1 ve PERK mRNA diizeylerinde artma
goriiliirken GRP94 mRNA diizeyinin vitamin E verilmesiyle anlamli bir sekilde
azaldig1 gozlemlendi

Sonuglar: Calismamiz, kolesterolden zengin diyetin ER stres ve iliskili apoptotik
yolak aracilifiyla NAYKH gelisimini tetikleyebilecegini ve vitamin E’ nin bu

mekanizmalar lizerinden koruma etkisi olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: ER stres, apoptoz, yiiksek kolesterol, non-alkolik yagh

karaciger



Role of ER Stress on Lipid Accumulation and Cell Death in
Hypercholesterolemia Induced Nonalcoholic Fatty Liver Disease.

Student Name: Tugce Demirel

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin Kartal Ozer

Department: Medical Biochemistry

2. SUMMARY

Aim: The aim of this study is to clarify the effects of ER stress, that is induced by high

cholesterol diet, on lipid accumulation and apoptotic cell death mechanism.

Methods: Twenty-four male albino rabbits were assigned randomly to four groups:
1) Control group; vitamin E deficient diet, 2) Cholesterol group; vitamin E deficient
diet containing 2% cholesterol 3) Cholesterol+Vitamin E group; vitamin E deficient
diet containing 2% cholesterol with daily intramuscular injections of vitamin E (50
mg/kg) and 4) Vitamin E group; vitamin E deficient diet with daily intramuscular
injections of vitamin E (50 mg/kg). After eight weeks, blood samples and liver tissues
were collected. The consequences of hypercholestrolemic diet and vitamin E effect in
liver tissues were examined by macroscopically and further determined by
immunoblotting (phospho-PERK, phospho-IRE1, Grp94, Grp78, Bax, and Caspase 9
protein levels) and by gPCR methods (PERK, IRE1, Grp94, Grp78 mRNA levels).

Results: While cholesterol fed rabbits exhibited increased lipid accumulation and
nodular sctructures compared to control, vitamin E supplementation with high
cholesterol diet showed its effect by decrease this accumulation in liver. Additionally,
protein expressions of well known ER stress and apoptosis markers (phospho IREI,
Grp94, Bax and CHOP) were found to induce in cholesterol group. Additionally,
GRP78, IRE1 and PERK mRNA expressions were observed as increased in vitamin E

group compared to control group.

Conclusion: Our results demonstrated that cholesterol-rich diet may induce NAFLD
development, through the activation of ER stress and apoptosis, and vitamin E

supplementation showed its protective effect.

Keywords: ER stress, apoptosis, high cholesterol, non-alcoholic fatty liver
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3. GIRIS ve AMAC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligit (NAYKH), karacigerde lipit birikimiyle
karakterize edilen, fibrozis ve siroza neden olan son 20 yilda 6dnemi giderek artan
toplumda sik rastlanan bir hastaliktir. Yapilan caligmalarda toplumun %25’ nin
NAYKH’ na yakalandig1, bu hastalarin %90’ ninin obez bireylerden olustugu, (Milic
ve Stimac, 2012) ve buna bagl olarakta yiiksek yagli diyetle beslenmenin NAYKH’
na neden olabilecegi gosterilmistir. NAYKH’nin iki histolojik tipi mevcuttur: 1)
inflamasyon ve fibrozisin gortilmedigi, yalnizca lipit birikimini takiben gerceklesen
yagl karaciger, ii) steatoz ile birlikte nekrotik ve inflamatuar aktivitenin goriildigii

Non-alkolik steatohepatittir (NASH) (Nonomuro, 1992).

Obezite, insiilin direnci, diyabet, hiperkolesterolemi NAYKH’ na neden olan
onemli risk faktorlerindendir. Hiperkolesterolemi ise risk faktorlerinin arasindan en
stk rastlanilanidir (Pessayre, 2007). NAYKH’ da lipoprotein metabolizmasinin
bozuldugu dolastyla da kolesterol metabolizmasinin etkilendigi gosterilmistir. Yiiksek
kolesterollii diyet ile olusturulan hayvan modellerinde yapilan caligmalarda kolesterol
sentezini diizenleyen 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMGCoAR) gen
ekspresyonun ve enzimininin aktivitesinin artti§i gosterilmistir (Timothy ve ark.,
2016). Bu nedenle hastalik patogenezinde lipit birikimini diizenleyen mekanizmalari

anlamak son derece Onemlidir.

Serbest yag asitlerinin, diagilgliseritlerin, fosfolipitlerin ve serbest kolesteroliin
yiiksek konsantrasyonlarda olmasi karacigerde toksik etkiye ve endoplazmik
retikulum (ER) stres gibi c¢esitli hiicresel stres yolaklarinin aktive olmasina sebep
olmaktadir. Yapilan calismalarda katlanmamis protein cevabinin (UPR) lipogenez

diizenlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir (Wang ve ark., 2010).

ER fonksiyonel bakimindan yiiksek miktarda kalsiyum iyonuna ihtiyag
duymaktadir. Bu ihtiyag sarco (endo) plasmic reticulum Ca*"-ATPase (SERCA)
tarafindan kontrol edilmektedir. Serbest kolesteroliin birikmesi ER membraninda

bulunan serbest kolesterol/fosfolipit oranini degistirmektedir. Bu degisiklige karsilik



olarak ER’ deki kalsiyum iyon konsantrasyonunun diismesi ER stres aktivasyonuyla

sonuclanir (Egnatchik ve ark., 2014).

ER stres yaniti, hepastositlerde ER’ nin fazla sayida bulunmasindan dolay:
NAYKH patogenezinde dnemli bir role sahiptir. Proteazomal sistem ve UPR’ un
yetersiz kaldigi asir1 stres durumunda apoptoz veya otofaji gibi hiicre 6lim
mekanizmalar1 devreye girmektedir (Tran ve ark., 1997). Hepatositler iizerinde
yapilan ¢alismalar apoptoz ile NASH siddeti arasinda pozitif bir iliski oldugunu ve
bu siirecte Inositol gerektiren enzim-1(IRE1), Protein kinaz RNA- benzeri
endoplazmik retikulum kinaz (PERK) aracili CCAT- baglanma protein homolog
protein (CHOP) ve Bax/Bak aktivasyonun rol aldigin1 géstermistir (Favaloro ve ark..

2012, Xiao ve ark., 2013).

Vitamin E nin sinyal ileti yolaklar1 ve gen regiilasyonu iizerindeki etkisi yapilan
bircok ¢aligma ile gosterilmistir. Ozer NK ve beraberindekiler tarafindan daha énce
yapilan ¢aligmalarda yiiksek kolesterollii diyet ile beslenen tavsanlarda aterosklerotik
lezyon ve CD36 mRNA ekspresyonunda artis bununla birlikte vitamin E uygulanan
hayvanlarda CD36 ekspresyonunun artiginin 6nlendigi gosterilmistir (Ozer ve ark.,
2006). Bir diger yapilan hayvan deneyinde ise yiiksek yagli diyetle beslenen
domuzlarin karacigerinde vitamin E uygulanmasiyla birlikte CD36 ekspresyonun ve

lipit birikiminin azaldig1 gosterilmistir (Park ve ark., 2009).

Biitin bu bilgiler 1s1¢inda amacimiz tavsan karaciger dokusunda yiiksek
kolesterollii diyet ile indiiklenen ER stres yolaginin, NAYKH patogenezinde rol olan
apoptoz ile iligkili mekanizmalar iizerinde etkisini ve bu mekanizmalar {izerinde

Vitamin E’ nin rolini belirlemektir.



4. GENEL BIiLGILER

NAYKH, karaciger agirligmin %5’den fazlasiin lipitlerin olusturulmasiyla
karekterize edilen, kronik alkol kullanim1 ve viral enfeksiyon, herhangi bir karaciger
hastaligmin olmadigi durumlarda ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Hepatik steatozis
hastaligin erken fazidir ve hepatosit sitoplazmalarindaki lipit dropletler icerisinde
trigliseritlerin birikmesiyle karakterize edilmektedir. Hepatik trigliseritlerin, diyetle
alianlar, de novo lipit sentezi ve adipoz doku olmak tizere ii¢ farkli kaynagi mevcuttur

(Phung ve ark., 2009).

Hepatik lipit birikiminin artmasiyla hiicresel stres ve inflamasyonun indiiklenmesi
ile NASH, siroz ve fibrozis olusumu gozlenmektedir. Insiilin direnci, obezite,
hiperkolesterolemi ve diyabet hastaligin risk faktorleri arasinda bulunmaktadir (Alberti
ve ark., 2009). Giinlimiizde obezitenin artmasiyla birlikte NAYKH o6nemli saglik

problemi haline gelmeye baslamistir.

4.1. Non-Alkolik Karaciger Yaglanmasi
4.1.1. Karaciger yapisi ve ozellikleri

Distan gilson kapsiilii ile sarilmis, dort lobu olan karaciger viicudun en biiyiik hem
endokrin hem de ekzokrin salgi bezi ve organidir. Karacigerin viicudumuzda. safra
tiretimi, lipit, karbonhidrat metabolizmas1 ve protein metabolizmasi, detoksifikasyon
fonksiyonu, demir metabolizmasinda, kan plazma proteinlerinin yapiminda, kan
pthtilasmast icin gerekli faktorlerin sentezi gibi bir¢ok Onemli gorevi mevcuttur

(Angulo ve ark., 2002).

Biiyiik oranda abdominal boslugun {ist sag kismina yerlesmis sekilde bulunur.
Karacigere kan, portal ven ve arteria hepatica olmak tizere iki damardan gelmektedir.
Bu iki damar da karacigere portal hepatis’ den girer. Portal ven karacigerin fonksiyonel
damaridir. Sindirim sistemi, dalak, pankreastan toplanan besleyici maddelerle zengin,
oksijence fakir kani karacigere getirir. Arteria hepatica, karacigerin besleyici

damaridir ve oksijence zengin kani getirir (Angulo ve ark., 2005).
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Karacigeri distan saran gilsson kapsiilii tek katli mezotelial hiicreler ve altinda
kollajen, elastik lifler, bag doku hiicrlerini igeren sik1 bag dokusu yapisindadir. Sekil
4.1 gorildigi gibi gilsson kapsiilii lobcuklar arasindaki bag dokusunu da kapsar. Her
lobcugun merkezinde bir vena bulunur. Vena, karaciger sinuzoidlerine uzanir.
Sinuzoidler arasii ise hepatositler doldurur. Cok yiizlii olan hepatositler, 20-30
mikron ¢apinda ve karacigerde bulunan tiim hiicrelerin yaklasik %80’ni olusturur. Her
hepatositin 6 veya daha fazla yiizii vadir. Bu yiizler temas ettigi veya bakti1 yone
gore; Disse araligima bakan yiiz, safra kanalciklar1 olusumuna katilan yiiz, diger
hepatosite veya portal alana bakan yiiz diye isimlendirilebilir. Hepatosit’in sinuzoidal
araliga bakan yiiziinde ¢ok sayida diizensiz sekil ve biiyiikliikkte mikrovilluslar bulunur.
Boylece hiicrelerin kanla temas yiizii yaklasik alti kat artirilarak absorbsiyon ve

sekresyon i¢in genis bir yiizey olusturulur.

Hepatositler biiyiik, yuvarlak ve merkezi nukleuslara sahiptir. Bazen ¢ift
cekirdekli olabilir. Normalde diisiik mitotik aktivitelidir. Yasla birlikte ¢ift ¢ekirdek
sayist artar, baz1 hiicreler ¢ok ¢ekirdekli olabilir, bazen de poliplodi gozlenir (Assy ve

ark., 2000).

Hepatosit sitoplazmasi hem diiz hem de graniilli ER’dan zengindir. Bunlarin
hiicre i¢indeki miktarlar1 hiicrenin lobul i¢indeki konumuna ve fizyolojik durumuna
bagh olarak degisebilir. Bir lobcukta; merkezi bolgedeki hiicrelerde graniilsiiz ve
graniillii tip esittir, orta bolgede graniillii tip fazla grantilsiiz tip azdir, periferal bolgede

graniillii tip ¢ok fazla diiz tip ise ¢ok azdir (Bieghs ve ark., 2010).

Vena porta yoluyla karacigere gelen yag asitleri (kompleks lipitler olan
silomikronlar lenf yoluyla tasinir) sinuzoidlerden Disse aralifina, oradan da
pinositozla hepatosit i¢ine alindiktan sonra graniilsiiz ER icinde esterlestirilerek
trigliseridlere donustiiriiliir ve lipoprotein metabolizmasi ile kan veya lenf yoluyla yag

dokularina taginarak orada depo edilirler.

Hiicre membraninin ana eleman1 olan ve diger bir¢ok steroidin prekiirsorii olan
kolesterol biyosenteziyle ilgili enzimler de graniilsiiz ER da bulunur. Kolesterol
ayrica, karacigerde graniillii ve graniilsiiz ER — Golgi aygit1 isbirligiyle sentezlenen
cok kiiciik yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL) de bir elemanmidir. Karaciger

sinuzoidlerinin duvarinda endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri olmak tizere iki tiir



hiicre bulunur. Kupffer hiicreleri kuvvetli fagositoz yaparlar. Karaciger hiicrelerinin
%15°ni olusturan bu hiicreler, lizozom ve diger organeller bakimidan daha zengindir.

Endotel hiicreler ise tek katli yass1 sitoplazma ve organelleri az olan hiicrelerdir.

Sekil 4.1: Karaciger yapisi (http://histology.leeds.ac.uk/digestive/liver hepatocyte.php, Erigim tarihi:
11 Mayis 2017)

4.1.2. Non-alkolik karaciger yaglanmasinin epidemiyolojisi

NAYKH diinya ¢apinda obezite ve tip 2 diyabetin artmasiyla ile birlikte sekil 4.2’
deki grafikte gosterildigi gibi hastaligin goriilme siklig1 giderek yayilmaktadir. 2010
yilinda yapilan bir ¢alismada bati iilkelerinin genel popiilasyonunun %20-30’ unda,
asya llkelerinin genel populasyonunun ise %15’ inde hastaligin gorildigi
saptanmigtir (Bellentani ve ark., 2004). Obez hastalarda prevelansi %30-100, tip 2
diyabet hastalarinda %10-75 dir. Hiperlipidemi hastalarinda bu oran %20-92 dir.
Amerika’ da yapilan bir ¢aligmada ise erkeklerde goriilme olasiliginin kadinlara gore
daha fazla oldugu bulunmustur (Clark ve ark., 2003). Cocuklarda ise %3-10 iken obez
cocuklarda bu oran %30-40° lara ¢ikmaktadir. Biyoptik ve otoptik caligmalara gore
yagh karacigerin %3-15 ‘inde NAYKH gelisimi goriiliirken, %1-7" sinde NASH

gelisimi gézlenmektedir (Nonomuro ve ark., 1992)
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Sekil 4.2: NAYKH prevelansinin yillara gore dagilimi (Vernon ve ark., 2011).

4.1.3. Non-alkolik karaciger yaglanmasinin patogenezi

Yiiksek yagli diyetle beslenmenin; VLDL aracili trigliserit taginmasi ve serbest
yag asidi - oksidasyonunun azalmasi ile birlikte de novo lipogenezin artmasi
aracilifiyla yaglh karaciger olusumunu tetikledigi bilinmektedir (Tiniakos ve ark.,
2010). NAYKH’ nin patogenezi 1998 yilinda Day ve James tarafindan olusturulan iki
vurus (two hit) hipotezi iizerine kurulmustur . Sekil 4.3’ te gosterildigi gibi ilk vurus
hepatik trigliserit birikimiyle steatozis olusumasini i¢erirken artan karaciger hasariyla,
inflamasyonun, mitokondriyel disfonksiyon ve oksidatif stres aktivasyonu ile ikinci
vurug olugmakta ve bunun sonucunda steatohepatit veya fibrozis goriilmektedir.
Karacigerde serbest yag asitlerinin artmasi karaciger hasarina neden oldugu bilinmekte
ve bu iki vurus hipotezinin modifikasyonuna yol a¢gmaktadir. Obezite ve insiilin
direnciyle birlikte karacigere serbest yag asitlerinin akis1 artmaktadir. NAYKH’ da
hepatositlerde biriken yag asitlerinin %60’ 1 adipoz dokudan, %25’ i de novo
lipogenez’ den, %15°1 ise diyet ile gelmektedir (Adinolfi ve ark., 2011). Karacigerde
bu serbest yag asitleri B-oksidasyona ugrar veya gliserol ile esterlesme sonucu
trigliseritleri olusturarak hepatik yag birikimine neden olur (Gartner ve ark., 2006). Bu

birikim hepatik lipotoksisite, ER stres, oksidatif stres ve inflamasyon aktivasyonuna



neden olmaktadir (Cohen ve ark., 2011) ve hepatik fonksiyonun bozulmasiyla
karaciger hasari meydana gelmektedir. Hasar sonucu stellat hiicrelerinin, sekrete
kollajenlerin ve diger matriks proteinlerinin artmasiyla fibrozis olusmaktadir
(Donnelly ve ark., 2005). Kupffer hiicrelerinden salgilanan sitokinler ise apoptoz gibi

hiicre 6liim mekanizmalarinin aktive olmasini saglamaktadir (Malhi ve ark., 2006).

instilin direnci
Obezite

Diyabet
hiperkolesterolemi

Hepatasellller

>
Saglikli Yagli Non-alkolik Fibrosiz/siroz karsinoma
karaciger karaciger steatohepatit

Sekil4.3: NAYK hastaliginin gelisimi.

4.2. Endoplazmik Retikulum (ER) Stres
4.2.1. ER stres ve katlanmamuis protein cevabi

ER, proteinlerin katlanmasi ve post translasyonel modifikasyonlari, kolesterol
sentezi, membran lipitlerinin biyosentezi ve kalsiyum depolanmasini kontrol eden
onemli bir organeldir. ER liimeninde yeni sentezlenen proteinler N-glikolizasyon,
disiilfit bag formasyonu, oligomerizasyon gibi post transyonel modifikasyonlara
ugramaktadir. Glukoz regiile eden protein 78 (GRP78) ve Glukoz regiile eden protein
94 (GRPY94) protein katlanmasinda ve hasarli proteinlerin yikiminda rol alan en iyi

karekterize edilmis ER saperonlaridir.

Asirt protein sentezi, yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, ER kalsiyum
konsantrasyonunun diismesi, redoks potansiyelinin degismesi ve oksidatif stres
indiiklenmesi gibi patolojik veya fizyolojik bir durum olustugunda ER stres meydana
gelmektedir. Artan ER strese takiben sekil 4.4’ te gosterildigi tizere UPR aktivasyonu
ve saperon yapimini indiikleyerek, ER igerisinde protein katlanma kapasitesini

arttirmaktadir. UPR mekanizmasi ii¢ ana protein tarafindan kontrol edilmektedir.



Bunlar; “Inositol gerektiren enzim-1” (IRE-1), “Protein kinaz RNA-benzeri
endoplazmik retikulum kinaz” (PERK) ve “Aktivasyon transkripsiyon faktor-6”
(ATF6) dir. Normal kosullar altinda bu ii¢ ER transmembran reseptor proteini GRP78
ile bagh olarak inaktif durumda bulunurlar. Stres kosullarinda yanlis katlanmig/
katlanmamis proteinlerin birikmesiyle IRE1, PERK ve ATF6’ dan GRP78 proteini,
ayrilarak aktif hale gegmektedirler. Bu sekilde stres diizenleyici yolaklar devreye girer.
Aktivasyon sonucu her bir stres sensorii farkli mekanizmalar {izerinden transkripsiyon
faktorlerini ve sinyal iletim mekanizmalarini aktiflestirir (Schroder ve Kaufman, 2005

; Ma ve ark., 2002).

IRE-1 a and f izoformlar1 olan ER’de bulunan bir stres sensoriidiir. IRE-1 o biitiin
hiicrelerde eksprese edilirken, B izoformu sadece bagirsak epitel hiicresinde eksprese
edilmektedir (Handford ve ark., 2010). IRE-1 otofosforilasyonun ardindan
endoriboniikleaz ve serin triyonin kinaz domaini aktive olmaktadir. Bu aktivasyonun
regiilasyonundan GRP78 sorumludur. Endoriboniikleaz domaini sitoplazmadaki X-
box baglanma proteini (XBP-1) ad1 verilen bir transkripsiyon faktdériiniin mRNA’sin1
kesime ugaratarak yaklasik 26 niikleotitlik bir intron pargasi olusturmaktadir. Bu
kesim sonucu olusan XBP-1 ise cekirdege gecerek ER stres cevap elementine
baglanarak ERAD ve saperon iligkili genlerin transkripsiyonunu saglar.
Endoribonukleaz domaini ise diger ER hedef mRNA' larin ve yeni protein yapimindan
sorumlu 28S ribozomal alt tinitenin kesilmesini saglar. Bunlara ek olarak bu domain
c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolagini stimiile eden timor nekroz faktdr reseptor
iligkili faktor 2 (TRAF2) ile baglant1 kurarak sitokrom c salinmasiyla mitokondri
iliskili apoptozu aktive eder (Urano ve ark., 2000).

PERK, ER limeninde bulunan ve sitozolik protein kinaz domainine sahip
tipltransmembran sensor proteinidir. ER de katlanmamis proteinlerin birikmesi
PERK’in GRP78’ den ayrilmasini neden olur ve aktivasyonu dimerilizasyon ve
takiben kinaz domainin otofosforilasyonlari ile sonuglanir. Aktive olan PERK, kinaz
bolgesi ile Okaryotik translasyon baglatici faktor 2 (elF2)’ inin fosforlanmasini
saglayarak protein sentezinde bir azalma meydana gelmesini saglar ve ER’nin is
yiikiinde bir hafifleme olusturur. Bagka bir taraftan, elF2 fosforlanmasi sonucu bir

transkripsiyon faktorii olan ATF4’lin aktivasyonu gergeklesmektedir. ATF4
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aktivasyonu, pro-apoptotik bir transkripsiyon faktorii olan “C/EBP homolog proteini”
(CHOP)’u indiikleyerek stres altindaki hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir. ATF-6
farkli bir aktivasyon mekanizmasina sahiptir. ATF-6 aktivasyonu sonucu ER’ den
golgi aygitina tasinarak, burada kesime ugramaktadir. Daha sonra sitoplazmaya

salimarak UPR hedef genlerinin anlatimini arttirmaktadir (Ellgaard ve ark., 2003).

Katlanmamis/yanlis katlanmis protein Kalsiyum homoestazinin
birikimi bozulmasi

Sekil 4.4: ER stres molekiiler mekanizmasi (Rutkowski ve ark., 2008).
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4.2.2. ER stresin non-alkolik yagh karaciger hastahg ile iliskisi

Son zamanlarda endoplazmik retikulum stres cevabinin hem steatozis gelisiminde
hem de NASH progresyonunda énemli bir rol oynadig1 sdylenmektedir. Hepatositler
ER organeli bakimindan zengin hiicrelerdir (Malhi ve Kaufman, 2011). NAYKH gibi
kronik hastaliklarda, UPR aracili tamir mekanizmalarinin basarili olamamasi
sonucunda, apoptoz gibi hiicre 6lim mekanizmalar1 devreye girmektedir. Hepatik
steatozisde, IRE1-o ve ATF-6’ nin genetik eksikliginin olustugu ER stresin
indiiklendigi bulunmustur. Bu steatozis modelinde lipoprotein sekresyonun ve okside
yag asidi kapasitesinin bozuldugu bulunmustur. Béylece UPR’nin lipit homeostazinin

saglanmasinda goérevi oldugu belirlenmistir (Rutkowski ve ark., 2008).

Insiilin aktivasyonu, oksidatif stres, sitokin aracili inflammatuvar cevap,
bakteriyel endotoksin ve asir1 yag asidi gibi birgok faktéor NAYKH progresyonuna
neden olmaktadir. UPR cevabinin bu faktorler ile iliskisi NASH ve ileri karaciger
hastaliklarinin gelismesine neden olabilir. Obezite ve insiilin direnci hastaligin
patogenezinde dnemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmlarda obezite ile indiiklenmis
ER stres, IRE1 aracili INK aktivasyonuna neden olarak karaciger hasari ve hepatosit
apoptozu ile sonu¢landigi bulunmustur (Hirosumi ve ark., 2002, Hotamisligil ve ark.,

2003, Urano ve ark., 2000).

Hayvan ve insan ¢aligmalarinda yiiksek kolesteroliin etkisiyle NAYKH ve NASH’
in olustugu ve ER stresin indiiklendigi gosterilmistir (Ron ve Walter, 2007). Insanlarda
yapilan bir ¢calismada, steatohepatit hastalarinin karaciger 6rnekleri karsilastirildiginda
ER stres belirteci olan elF2a ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir (Lindholm ve
ark., 2006). Baska bir ¢alismada ise UPR belirtecleri olan GRP78, ATF6, PERK

proteinleri viicut agirlik indeksi ile bagdastirilmigtir (Meusser ve ark., 2005).

Stres kosullarinda yanlis katlanmis proteinlerin birikimi ER stresin aktivasyonunu
takiben UPR yanitin1 tetiklemektedir. UPR yaniti yukarida da bahsedildigi tlizere
PERK, IRE1, ATF6 proteinleri tarafindan olusturulmaktadir. Bu proteinler ER stresi
regiile eden genlerin transkripsiyonunu saglayarak ER homeostasinin diizelmesini
saglamaktadir (Ozcan ve ark., 2004). UPR yanitinin yetersiz kaldig1 durumlarda ise
hiicre 6liim mekanizmalarindan olan apoptoz veya otofaji devreye girmektedir (Sozen

ve Ozer, 2017).
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NAYKH gibi bir¢ok hepatik hastaliklarda UPR, hastaligin patogenezinde 6nemli
bir basamaktir (Ozcan ve ark., 2004). Yapilan calismalarda PERK tarafindan
fosforillenen elF-2a ekspresyonunun karacigerde arttigi gosterilmistir (Ma ve ark.,
2002). Bir baska calismada PERK-eiF2a-ATF4 yolaginin lipogenez ve hepatik
steatozisi regiile ettigi bulunmustur. PERK gen delesyonun yag asidi sentaz (FAS),
ATP-sitrat liyaz ve sterol-CoA desatiiraz-1(SCD-1) lipojenik enzimleri inhibe ettigi

gosterilmistir (Bobrovnikova ve ark., 2008).

NAYKH karacigerde lipit birikimi ile karakterize edilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonda serbest yag asidi, diagilgliserol, fosfolipit ve serbest kolesterol
bulunmasi ER stresi aktive etmektedir. ER fonksiyonu bakimindan yiiksek
konsantrasyonda Ca” iyonuna ihtiya¢ duymaktadir. ER i¢i Ca” iyonu SERCA
tarafindan kontrol edilmektedir. SERCA, ER membraninda bulunan kolesterol
icerigine karsi hassasiyet gostermektedir. NAKYH patogenezi ile iliskili serbest
kolesteroliin artmast SERCA’ min kontrol mekanizmasim etkileyerek ER igindeki Ca*
iyon konsantrasyonunu azaltir ve ER homeostazinin bozulmasiyla stres kosullarini
olusturur ( Egnatchik ve ark., 2014). Serbest kolesteroliin artmasi SERCA inhibisyonu
disinda direkt olarak ta ER stresi indiikleyebilmektir. Yapilan ¢alismalara gére ER
stresin lipogenezi aktivasyonu ve VLDL inhibisyonu {izerinden hepatik lipit
metabolizmasina etki ederek NAYKH’ nin gelismesi ve ilerlemesinde rol aldigi

gosterilmistir (Bozaykut ve ark., 2016).

4.3. Apoptotik Hiicre Oliimii
4.3.1. Apoptotik hiicre 6liimiiniin molekiiler mekanizmasi

Yunanca’da apo ayri, ptosiz diisen anlamina gelir ve sonbaharda yaprak
dokiilmesi anlaminda kullanilir. Bu terim Kerr ve arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda
canlt dokularda hiicre dliimiinden sorumlu olan 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak
tanimlanmistir (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz hiicrenin kendi kendisini programli bir
sekilde yok ettigi, enerji gerektiren, regiilasyonunda bir ¢ok genin rol aldigi
homeostazi dengeleyen, inflamasyonun meydana gelmedigi bir hiicre 6liimii ¢esididir.

Apoptoz hem patolojik hemde fizyolojik sartlarda goriilmektedir.
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Apoptoza giden hiicrede bir takim morfolojik degisiklikler olusur. Bu morfolojik
degisimler, plazma membranimnin tomurcuklanmasi, hiicre kiigiilmesi, kromatin
kondenzasyonu, DNA pargalanmasini igerir. Sonug olarak apoptotik hiicre pargalara
ayrilir ve fagositik sistem tarafindan yok edilir. Boylece apoptotik siire¢ sirasinda

infamasyon olusmaz (Tait ve ark., 2008).

Hiicrenin apoptoza gitmesi pro- ve anti- apoptotik proteinlerin ekspresyonu, hiicre

siklusunun agamasi gibi faktorlere baglhdir.

Hiicre yiizey reseptorlerine 6liim indiikleyici ligandlarin baglanmasiyla ekstrinsik
sinyallerden veya sitotoksik T-lenfositlerle apoptoz aktive olmaktadir. T hiicreleri
hasarli ya da virilisle enfekte hiicreleri tanir ve enfeksiyonun yayilmasmi dnlemek
amactyla apoptozu baslatir. Baz1 durumlarda ise hiicresel strese takiben intrinsik sinyal
ile apoptoz aktive olmaktadir. Hiicresel stres radyasyon, kimyasallar, biiylime
faktorlerinin yoksunlugu, oksidatif stresin veya ER stresin bir sonucu olarak meydana
gelebilir. Intrinsik sinyal mitokondri araciligiyla gerceklestirilir (Vembar ve ark.,

2009).

Apoptoz regiilasyonu, kaspazlarin kaskad olusturarak aktiflesmesini saglayan
yukarida bahsedilen ekstrinsik ve intrinsik olmak tizere iki farkli yolak {izerinden
kontrol edilmektedir. Mitokondri iizerinden apoptozom olusumuyla intrinsik yolak
aktive olurken, hiicre membrani 6liim reseptorleri ailesinin aktiflesmesiyle ekstrinsik

yolak aktive olmaktadir (Favaloro ve ark., 2012).

Insanlarda bilinen 12 kaspazdan kaspaz-2,-3,-6,-7,-8,-9,-10 olmak iizere yedi
kaspazin apoptotik hiicre 6liimiinde rolii oldugu bulunmustur (Adams ve ark., 2002).
Kaspazlar inaktif olarak sentezlenmekte ve apoptoz sirasinda aktiflesmektedir. Kaspaz
kaskad1 olusumunda baslatici (kaspaz-8, -9) ve devam ettirici (-3, -6,-7) olmak iizere
2 farkli kaspaz grubu mevcuttur. Kaspaz 8 ekstriksik yolagin baslatilmasinda, kaspaz

9 ise intrinsik yolagin baslatilmasindan sorumludur.
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Sekil 4.5: Apoptotik hiicre 6liimii molekiiler mekanizmasi (Molecular Cell Biology).
Sekil 4.5’ te gosterildigi gibi hiicrelerde apoptosizin indiiklenebilcegi bir¢ok yol

mevcuttur.

Intrinsik yolak, mitokondri dis membranmin gegirgenliginin bozulmasiyla
baslayan apoptotik aktivasyon siirecidir (Allan ve ark., 1995). Bu siire¢te mitokondri

i¢c membranda bulunan sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya salinmasiyla baglamaktadir.
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Sitokrom c sitoplazmada apoptotik proteaz aktive faktor-1 (Apaf-1) proteinine
baglanir (Reubold ve ark., 2012). Baglanmanin ardindan ATP harcanmasiyla olusan
bu komplekste konformasyonel bir degisim olur (Kokoszka ve ark., 2004). Prokaspaz-
9’ unda bu yapiya katilmasiyla bu komplekse apoptozom denir. Apoptozom olusumu

ile aktif kaspaz 9 meydana gelerek ve kaspaz 3’ i aktiflestirir (Shi ve ark., 2002).

Ekstrinsik yolakta ise, hiicrenin digindan gelen bir sinyal ile plazma
membranindaki Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ve diger 6liim reseptorlerinin aktive
olmasiyla baslamaktadir (Wajant ve ark., 2003). TNF ailesinde 19 farkli ligand
mevcuttur. TNF reseptor proteinlerinde 6liim domaini (DD) denilen 80 aminoasitlik
bir sekans vardir (Hsu ve ark., 1995). Ligandin reseptdrde bu domaine baglanmasiyla
olim tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusur (Hsu ve ark., 1996) ve baslatici
kaspazlardan 8 ve 10 aktifleserek kaspaz-3 ve-7’ i aktiflestirir.

Bcl-2 proteinleri apoptoz da gorev alan protein ailesidir. Bu proteinlerin bazilar
anti-apoptotik (Bcl-2 ve Bcl-xL), bazilar1 ise pro-apoptotik (Bad ve Bax) tir.
Hiicrelerin apoptotik uyaritya duyarliligi pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri
arasindaki dengeye baglhdir. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri hiicresel hasar yada stres
algilayici olarak gorev yaparlar ve siklikla sitozol igerisinde yer almaktadirlar (Zeng

ve ark., 2009).

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozu baskilarken, pro-apoptotik
proteinler apoptozu aktive etmektedirler. Bu iki farkli etki, proteinlerin yapilarinda
bulunan Bcl-2 homolog bolgeleri (BH) tarafindan diizenlenmektedir. Bu proteinlerin
yapilarinda 4 bolge mevcuttur: BH1, BH2, BH3 ve BH4. Bcl-2 ailesi proteinleri BHI,
BH2 ve BH3 boélgeleri ile diger Bcl-2 ailesi proteinlerinin BH3 bolgelerine baglanarak
iletisim kurmaktadirlar. Pro-apoptotik protein ailesi tasidiklart BH yapilarina gore
ikiye ayrilir; BH1, BH2, BH3 bdlgelerini tasiyanlar (Bak, Bax) ve sadece BH3
bolgesini tagtyanlar (Bid, Bad, Bim). Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri ise sadece
BH4 bolgesi tasirlar (Bel-2, Mcl-1, Bel-Xi, Bel-w) . Bel-2 ailesindeki pro-apoptotik
ve anti-apoptotik proteinlerin arasindaki denge hiicrenin sagkalimi ve Olimii
arasindaki dengeyi olusturmaktadir. Anti-apoptotik proteinlerin seviyeleri fazla
oldugunda apoptoz baskilanirken, pro-apoptotik proteinlerin seviyelerinin fazla olmasi

hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Pfutzner ve ark., 2005).
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4.3.2. Apoptotik hiicre 6liimii ve ER stres iliskisi

UPR cevabimin yetersiz kaldig1 durumlarda ¢esitli mekanizmalar hiicre 6liimiine
neden olabilir. CHOP, en iyi karakterize edilmig UPR aracili regiile olan pro-apoptotik
proteindir (Young ve ark., 2001) . CHOP ekspresyonu ATF-4 ve ATF-6 ile regiile
olmaktadir ve CHOP delesyonu olan hiicre ve hayvan modelleri ile yapilan
calismalarda ER stres kaynakli hiicre dliimiinde azalma goriilmiistiir (Ma ve ark.,

2002).

Onemli bir kalsiyum deposu olan ER liimeni ER katlanma kapasitesi ve hiicre
canlilif1 i¢cin Onem tasir. Yukarida bahsedildigi gibi ER kalsiyum homeostazinin
bozulmasi, SERCA alim pompasini inhibe eder ve ER’ nin katlanma kapasitesini
diigtiriir. ER stres ile birlikte mitokondriyel matriste stirekli kalsiyum birikimi
mitokondriyel membran gegirgenligini tetikler ve apoptotik yolag: aktive eder. Birgok
calismada Bcl-2 protein ailesi ile birlikte ER lokalize proteinlerin ER kalsiyum akisini
regiile ettigi gdsterilmistir (Deniaud ve ark.,2008; Li ve ark.,,2009; Wu ve ark., 1999).

IRE1-o’nin TRAF?2 ile interaksiyonu pro-inflamatuvar ve pro-apoptotik protein
JNK aktivasyonuna neden olur. Fare ve insan hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda
kaspaz ekspresyonlarinin susturulmasi ER stres aracili apoptoz indiiklenmesi

engelledigi bulunmustur (Nakagawa ve ark., 2000).
4.3.3. Apoptozun non-alkolik yagh karaciger hastahg ile iliskisi

ER homeostazinin diizeltilmesinde UPR’ nin yetersiz kalmasi1 sekil 4.6’ da
gosterildigi gibi apoptotik hiicre 6liimii ile sonuglanabilmektedir. ER stres cevabinda
PERK, CHOP proteinini, IRE ise JNK yolagini aktive etmektedir (Sozen ve ark.,
2014). CHOP, INK ile birlikte pro-apoptotik protein olan Bax’ 1 aktive eder ve
mitokondri disfonksiyonuna yol acar. Yapilan ¢alismalarda NAYKH’ nin ilerleyerek
NASH fazina geg¢mesinde hepatosit apoptozunun rolii oldugu gosterilmistir
(Wieckowska ve ark., 2006). CHOP delesyonunun alkolik karaciger hastaliklarinda
hepatosit apoptozunu ve karaciger fibrozunu azalttig1 bulunmustur (Barreyro ve ark.,
2007; Cazanave ve ark., 2009). Bir baska calismada erkek sicanlarin yiiksek oranda

doymus yag asidi iceren diyetle beslenmeleri sonucu ER stres ile birlikte kaspaz-3
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aktivasyonu ve karaciger hasarinin arttigi gosterilmistir (Aggarwal ve ark., 1985).
Hepatosit apoptozunda fibrogenezin azaldigi bununla birlikte fibrozisin indiiklendigi
bilinmektedir (Canbay ve ark., 2003). Si¢an hepatosit hiicre hiicre hattina doymus yag
asidi uygulamasiyla CHOP, GRP78 mRNA diizeylerinin arttig1, bununla birlikte
mitokondri bagimli apoptotik hiicre 6liimiiniin aktive oldugu bulunmustur. Ek olarak,
Cazaneva ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada palmitat uygulamasinin ER stres aracili
CHOP ve aktivator protein-1 (AP-1) kompleksinin tetiklenmesine ve p53 upregiile
apoptoz modiilatdr proteininin (PUMA) ekspresyonu araciligiyla Bax aktivasyonuna

neden olur (Won ve ark., 2007).

ER’ de bulunan kalsiyum iyonu konsantrasyonu da apoptoz efektorleriyle
iliskilidir. Kalsiyum konsantrasyonun azalmasi mitokondri membran biitliinliigliniin
bozulmasiyla intrinsik yolak aktive olmaktadir. Obez farelerde hepatik SERCA
aktivitesinin diistiigli, ER membran lipit tabakasiin igeriginde SERCA aktivitesini

etkiledigi gosterilmistir (Luciani ve ark., 2009).

NAYKH da yag asitlerinin, serbest kolesteroliin birikmesiyle ortaya c¢ikan
lipotoksitite ile birlikte apoptotik hiicre oliimiiniin aktif oldugu bir ¢ok caligmada
gosterilmistir. Bir bagka yapilan ¢alismda ise Fas 6liim reseptorlerinin ekspresyonunun
NASH hastalarinda kontrol grubuna gore artis oldugu gosterilmistir. (Bissell ve ark.,
1992). Fas ligand1 hepatosit apoptozunun kaspaz 8 bagimli olarak Bid proteinin
kesilmesiyle mitokondri disfonksiyonunu indiikler. Sonug olarak yapilan ¢aligsmalarda
hepatosit apoptozunun hepatik inflamasyon ve fibrozis ile korele oldugu

goriilmektedir.
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4.4. Vitamin E
4.4.1. Vitamin E’nin yapis1 ve fonksiyonu

Vitamin E, bitkilerde sentezlenen yagda ¢6ziinen a-, -, y-, 6-tokoferol, ve a-, -,
v-, O-tokotrienoller olmak {iizere dogada 8 farkli formda bulunmaktadir. Bitkisel
yaglarda, bugday tohumu, soya fasulyesi ve badem gibi besinlerde a-tokoferol olarak
yiiksek miktarda bulunur. Vitamin E’ nin farkli formlar1 farkli biyopotansiyele
sahiptirler. a-tokoferol en yiiksek biyolojik aktivitesi bulunan ve viicut tarafindan en

fazla absorbe edilen formdur (Parola ve ark., 1992).

Vitamin E yapisinda yer degistirebilen aromatik halka ve uzun izoprenoit yan
zincirler icermektedir. Yapisinda fenolik hidroksil grubu i¢eren bu aromatik halka
aktif kismidir. Kroman halkasinin tizerindeki metil grubunun sayisina ve pozisyonuna
gore a-, B-, y-, 6- olarak siniflandirilir ve trimetil a, dimetil B-veya y-, monometil d-
olarak isimlendirilir (Traber, 2007). Tokotrienoller zincirin 3°, 7° ve 11’
pozisyonlarinda ¢ift bag bulundurmalarindan dolayr doymamis, tokoferoller, doymus

bir yag zinciri igerirler.

Hidrofobik 6zelliginden dolay1 viicut sivilar1 ve plazmada 6zel bir tasinma
mekanizmasi gerektirir. Vitamin E gastrointestinal kanalda absorbe edilir. Absorbe
edildikten sonra apolipoproteinler ile birlikte silomikronlarin igerisinde tasinirlar.
Silomikronlarin pargalanmasiyla vitamin E’nin bir kism1 dokulara dagilir, silomikron
kalintilariyla birlikte diger kismi1 karaciger tarafindan alinir. Karacigerde o-tokoferol
transfer protein (a-TTP) tarafindan taninan a-tokoferol VLDL’ ye katilarak diger

dokulara tasinir (Pennica ve ark., 1984).

Vitamin E, Evans ve Bishop tarafindan 1922 de siganlarda fetal fertiliteyi koruyan
esansiyel besin maddesi olarak kesif edilmistir (Evans ve Bishop, 1992).
Kesfedilmesinin ardindan 1980 yillarin basinda antioksidan olarak tanimlanmis
olmasina ragmen (), 1990 yillar1 arasinda pek c¢ok calismada vitamin E’nin bir¢ok
sinyal ileti mekanizmasinda ve gen regiilasyonunda fonksiyonu oldugu bulunmustur.
Yapilan c¢aligmalarda beyin, sinir, kas ve kemik gibi dokularin ve organlarin
gelisiminde 6nemli fonksiyonu oldugu belirlenmistir (Azzi ve Stocker 2000 ; Wollf,
2005). Tokoferol birgok hiicre ve doku tipinde farkli sinyal molekiillerini etki ettigi

gosterilmistir. Pek ¢ok ¢alismada, vitamin E takviyesinin nérodejeneratif hastaliklari,
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ateroskleroz ve g¢esitli kanser tiplerinin gelisiminde koruyucu etki gosterdigi
gosterilmistir (Ozer ve ark., 2006). Vitamin E’nin protein kinaz-B, protein kinaz-C,
fosfolipaz-A,, siklooksijenaz-2, fosfotidil inositol 3-kinaz, protein tirozin kinaz ve
protein fosfataz-2A gibi molekiillerin aktivitesini diizenledigi belirtilmistir (Ozer ve
ark., 1993; Ozer ve Azzi, 2000). Bu kinazlarin aktivitesindeki degisikliklerin hiicre
proliferasyonu, lipit metabolizmasini, inflamasyon ve hiicre i¢i sinyal ileti yolaginda
rol oynayan ¢esitli genlerin ekspresyonlariin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi
gosterilmigtir. Yapilan caligmalarda insan monositlerinde protein kinaz C-alfa,
makrofajlarinda ise CD36 (Venugopol ve ark., 2004), sigan kalp miyoblastik
hiicrelerinde fosfolipaz A2’i (Tran ve ark., 1997) etkiledigi bulunmustur.

4.4.2. Vitamin E’ nin sinyal iletim mekanizmalar1 ve non-alkolik yagh karaciger

hastaligindaki rolii

In vitro ve in vivo hayvan ¢alismalarinda vitamin E’ nin NAYKH ve steatohepatit
ile iliskili metabolik anormalikler ve olusan inflamasyon {izerinde koruyucu rolii
oldugu gosterilmistir (Jiang ve ark., 2003). NASH hastalariyla yapilan calismada
plazma a-tokoferol lutein, likopen, [-karoten ve a-karoten seviyelerinin kontrol

grubuna gore azaldig1 bulunmustur (Erhardt ve ark., 2011).

NAYKH patogenezinde artan oksidatif stres ve inhibe olan antioksidan aktivite
uygulanan tedavide hedef olmaktadir. Cesitli ¢aligmalarda, NAYKH terapisinde
vitamin E, vitamin C, betain kullanilmaktadir (Musso ve ark., 2010). Lavine ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada NAYK hastasi olan 11 ¢ocukta vitamin E terapisi ile
birlikte 4. ve 11. aylar arasinda serumda bulunan aminotransferaz aktivitesinin diigtiigii
bulunmustur (Lavine ve ark., 2000). 12 hastanin 1 y1l boyunca giinde 300 mg vitamin
E uygulanmasiyla fibrozis, inflamasyon, steatozis de histolojik analizlerde iyilesme

goriilmiistiir (Alexis ve ark., 2009).

Vitamin E karaciger dahil olmak iizere bircok doku ve organda pro-oksidan ve
inflamatuvar iliskili genleri kontrol etmektedir. Mevcut klinik oncesi ¢aligmalarda
lipojenik ve inflamatuvar basamaklarda vitamin E’nin NAYKH patogenezinde olumlu
etki yarattig1 gosterilmistir ve arastirmalar devam etmektedir. Bu nedenle hastalik
patogenezinde vitamin E metabolizmsinin arastirilmasi klinik agidan ve yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli olacaktir (Galli ve ark., 2017).
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S.

GEREC ve YONTEM

Hayvanlara uygulanan yoOntemlerin etik kurallara uygunlugu ‘“Marmara

Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu” tarafindan 13.03.2017

tarihli 21.2017.mar numarasi ile onaylanmastir.

5.1. Kullanilan Geregler

Kontrol ve deney gruplari 2-4 aylik erkek albino tavsanlardan olusturuldu. Tavsan

yemi (vitamin E’den fakir olarak hazirland1) M.Barbaros Denizeri Yem Sanayi’nden

ve RRR-a-tokoferol (Evigen, i.m.) Aksu Farma Tibbi Uriinler Ila¢ Sanayii’nden temin

edildi. Caligmada kullanilan tiim kimyasallar uygun kalite ve safliktaydi.

5.1.1. Kullanilan kimyasallar

PMSF (Sigma)

DTT (Biomatik)

% 37 HCI (Merck)

EDTA (Sigma)

Tris baz (Sigma)

Bradford i¢in protein assay (Biorad)
SDS (Sigma)
Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu (Biorad)
Amonyum persiilfat (Sigma)
TEMED (Sigma)

Glisin (Sigma)

2-B Mercaptoethanol (Merck)

Brom fenol mavisi (Merck)

RIPA buffer (Cell Signaling)
Metanol (Merck)

Ponceau S (Sigma)

Sodyum kloriir (Merck)

Kolesterol (Dolder)
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¢ Dietileter (Kimetsan)

e Etanol (% 99) (Riedel-De Haen)

e Formaldehit (Merck)

e Tween 20 (Biomatik)

e Skim Milk Powder (Fluka)

o Developer ( Medical Index)

o Fixer ( Medical Index)

¢ Protein molekiil agirlig: belirteci (Precision Plus Protein Standards, Biorad)
¢ PERK rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

¢ Phospho-IRE1 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

¢ GrpY4 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

e Grp78 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

¢ Bax rabbit monoclonal antibody (Abcam)

e CHOP rabbit polyclonal antibody (Cell Signaling)

e Kaspaz 9 rabbit monoclonal antibody (Abcam)

e Trans-Blot Transfer Medium (Biorad)

e Kemiluminesans kit 20X LumiGLO ve 20X Peroxide (Cell Signaling)

5.1.2. Kullanilan cihazlar

e Elektroforez icin gili¢ kaynagi (Biorad) ve Elektroforez sistemi (EC 330
Midicell)

e U.V goriintiileme cihazi (Vilbert Lourmat)

e Otoklav (Hirayama Hiclave)

e Mikrosantrifiij (Thermo)

e Hassas Terazi (Sartorius)

e pH metre (Corning)

e Vorteks (Cleaver Scientific)

e Pipet takimi (Thermo)

e Santrifiij (Sartorius)

e Spektrofotometre (Biorad)

e Su banyosu (Ilke Lab. Cihazlar1)

e Derin dondurucu - 20° C (Bosch)

e Su saflagtirma cihazi (Milli Q.Uf Millipore)
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e Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad)
e Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad)

e Orbital Shaker (Major Science)

o Ultra Turrax T25, Homojenizator (IKA)

e ChemiDoc (BioRad)

e PCR

5.1.3. Cozeltiler

0.1 M  Disodyumetilendiamintetraasetat (EDTA): 1.861 g
etilendiamintetraasetat beher icine alindi ve 40 mL ultra saf su eklendikten sonra
manyetik karistiric1 yardimiyla ¢éziinmesi saglandi. pH’s1 sodyum hidroksit ile 8.0 e
ayarlandi ve ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak

sterilize edildi.

0.1 M Fenilmetansulfonilflorid (PMSF): 34.8 mg PMSF tartilarak ependorf
icine alindi ve 2 mL metanol eklendikten sonra vorteks yardimiyla ¢oziinmesi

saglandi. Hazirlanan ¢ozelti 15 pl’lik hacimlere boliinerek -20°C’da saklandi.

1 M Ditiotreitol (DTT): 154.2 mg DTT tartilarak eppendorf i¢ine alind1 ve 1
mL ultra saf su eklendikten sonra vorteks yardimiyla ¢éziinmesi saglandi. Hazirlanan

¢ozelti 40 ul’lik hacimlere boliinerek -20°C’da saklandi.

10 mM Fosfat tampon soliisyonu (PBS-Phospate buffer saline): 10 mM
disodyum hidrojen fosfat iizerine 10 mM sodyum dihidrojen fosfat pH’s1 7.4’
ayarlandi. Cozeltinin her 100 mL’si i¢in 0.9 g NaCl eklendi. Hazirlanan ¢ozelti

otoklavlanarak sterilize edildi.

1 M Tris-HCI tamponu: 242.2 mg tris tartilarak beher igine alind1 ve 80 mL
ultra saf su eklendikten sonra manyetik karistirici yardimiyla ¢oztinmesi saglandi. pH’1
SN HCl ile 7.4’ e ayarland1 ve bir balon jojeye alinan ¢6zelti ultra saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

1,5 M Tris-HCI tamponu: 18.2 mg tris tartilarak beher i¢ine alind1 ve 60 mL

ultra saf su eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi.
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pH’s1 5N HCl ile 8.8’e ayarland1 ve bir balon jojeye alinan ¢ézelti ddH,O ile 80 mL’ye

tamamlandi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (%10): 50 g SDS tartilarak beher i¢ine alindi
ve lizerine 80 mL ultra saf su eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla

¢Oziinmesi saglanarak oda 1sisinda saklandi.

Amonyumpersiilfat (APS) (%10): 0.1 g amonyumpersiilfat tartilarak
ependorf i¢ine alindi ve 0.9 mL ultra saf su eklendikten sonra vorteks yardimiyla

¢oziinmesi saglandi. Deney giinii taze hazirlandi.

Ponceau S boyasi: 0.1 g Ponceau S tartilarak beher icine alind1 ve 500 pg
asetik asitle birlikte 30ml ultra saf su eklenerek manyetik karistirici yardimiyla
¢oziinmesi saglandi. Coziindiikten sonra bir balon jojeye alinan ¢ozelti ddH,O ile 50

mL’ye tamamlandi.

5X Elektroforez (Running) Buffer: 30 g Tris, 143 g Glisin, 5 g SDS tartilarak
balon joje i¢ine alindi tizerine 1000 mL dH,O eklendikten sonra manyetik karistirici

yardimiyla ¢6ziinmesi saglandi. Kullanmadan 6nce 1X olcak sekilde seyreltildi.

25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20 v/v Metanol PH: 8,3 Transfer Buffer:
3.03 g Tris, 14.4 g glisin tartilarak balon joje i¢ine alind1 ve 800 mL ultra saf su ile 200
ml metanol eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. +4

°C’ye konularak kullanima hazir hale getirildi.

10X Tris-Buffered Saline (TBS): 24.2 g Tris, 80 gr. NaCl tartilarak balon joje
icine alind1 ve 300 mL ultra saf su eklenerek konsantre HCl ile pH’s1 7.6’ya ayarlandi.
Ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

1X Tris-Buffered Saline Tween 20 (TBST): Onceden hazirlanan 10X TBS 1
litre 1X yapilarak iizerine 500 uL Tween 20 eklendi.

Protein izolasyonu i¢cin homojenizasyon tamponu: 2mL 10X RIPA buffer,

2mL PMSF, 16 mL ultra saf su iginde 1 tablet proteaz inhibitdr ¢oziildii.
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5.2. Yontemler
5.2.1. Deney plam

Calismada yaglar1 2-4 ay arasinda degisen (anne siitiinden kesildikten hemen

sonra) ve agirliklart 100-200 gr arasinda olan 24 adet erkek albino tavsan kullanildi.

Tavsanlar her grupta 6 adet olacak sekilde asagidaki protokole uygun sekilde

gruplandirildi. Biitiin Tavsanlar vitamin E’ den fakir yem ile beslendi.
1. Grup (Kontrol): Yem ile beslendi.
2. Grup (Kolesterol): % 2 kolesterol iceren yem ile beslendi.

3. Grup (Kolesterol+Vitamin E): % 2 kolesterol igeren yem ile beslendi ve

vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/giin uygulandi.

4. Grup (Vitamin E): Yem ile beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/giin
uygulandi.

Enjeksiyonlar her iki bacaga gilinagir1 intramuskiiler olarak uygulandi. Biitiin
tavsanlar giinde 100 g yem ile 8 hafta siire ile beslendi ve her bir tavsan ayr1 bir kafeste
barindirildi. Kolesterol iceren yem, kolesteroliin dietileter icinde ¢oziindiiriilerek yeme

karistirilmasi ve daha sonra eterin tamamen ucurulmasi seklinde hazirlandi.
5.2.2. Tavsanlar ile ilgili materyallerinin alinmasi ve saklanmasi

Tiim tavsanlardan deney oncesi kulak veninden kan Ornekleri alindi, santrifiij

edilene kadar buz iizerinde bekletildi ve +4°C de 4000 rpm’de sanrtrifiij edildi.

Sekiz hafta sonunda tavsanlara periton i¢ine 50 mg/kg ketamin HCI ve 5 mg/kg
ksilazin HCI uygulanarak derin anestezi saglandi. Toraks disseksiyonunu takiben
aortalar1 serbestlestirildi. Sag ventrikiilden injektoérle 10 mL kan alindiktan sonra
aortalar arkus hizasindan kesildi veyaklasik 3 mm uzunlugunda bir kesit mikroskobik
inc celemeler igin % 10 tamponlanmig formalin i¢inde tespit edildi. Daha sonra torasik
aorta diyafram hizasina kadar c¢ikarildi. Adventisya tabakasi temizlendi, damar
uzunlamasina agildi, endotel tabaka kazindi. Protein izolasyonu yapilacak aorta

dokular1 s1v1 nitrojenle hemen dondurularak -80 °C’ye kaldirilda.
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Serum lipit profili ve vitamin E analizleri i¢in kan 6rnekleri kuru tiiplere ayrildi
ve santrifiijlenerek serumlart ayrildi, vitamin E i¢in kullanilacak serumlar azot

gazindan gegirildi.
5.2.3. Kan tetkiklerinin prensipleri

Kan kolesterol degerlerinin saptanmasi Hitachi Modiiler sistem P800 (Roche),
kan vitamin E diizeylerinin Olc¢lilmesi ters fazli yiiksek performansli sivi

kromatografisi (Waters) kullanilarak yapildu.

5.2.3.1. Serum total kolesterol diizeylerinin ol¢iilmesi

Bu yontem, kolesterol esteraz kolesterol esterlerini serbest kolesterol ve yag
asitlerine hidrolizi prensibine dayanir. Kolesterol oksidaz kolesteroliin oksidasyonunu
katalizleyerek kolest-4-ene-3-one ve H,O; olusturur. Peroksidaz varliginda, olusan
H,0, fenol ve 4-aminofenazon ile oksidatif bir etkilesim saglayarak kirmizi renkli
kinonemin bilesiklerini olusturur. Bu kirmizi renkli kinonemin bilesikleri
spektrofotometrik olarak absorbanslar1 6l¢iilerek total kolesteroliin miktarlart mg/dL
olarak belirlenmektedir. Reaktif olarak sodyum kolat, fenol, 4-aminofenazon,

kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz, peroksidaz kullanildi.

5.2.3.2. Serum a-tokoferol diizeylerinin o6lciilmesi

200 pL tavsan serumu tiipe ayrildi, 200 puL askorbatli etanol (1 gr/L) ile muamele
edilerek deproteinize edildi. 24 pL asetonitril eklenerek 1 dakika vortekslendi. Uzerine
500 uLL HPLC grade heksan eklenerek 2 dakika vortekslendi ardindan 1 dakika 3000
rpm’ de santrifiijlendikten sonra en {istteki heksan fazi toplandi. Bu islem 3 kez tekrar
edildi. Bu sekilde serumdaki a-tokoferol yaklagik 1500 pL heksan i¢inde elde edildi.
Bu ¢ozeltinin 1250 pL’si tiipe alind1 ve 36 °C su banyosunda sivi azotla heksan

tamamen uguruldu. Tiiplerin agz1 sikica parafilmlenerek calismaya hazir hale getirildi.

HPLC uygulamasi i¢in tiipteki kalintinin tizerine 20 pL askorbatli etanol (1 gr/L)
eklendi ve vortekslendi. Ardindan 400 pLL mobil faz (metanol : su ; 95:5) eklendi, 1
dakika vortekslendi ve 1 dakika sonikasyonla degaze edildi. Karigim 45 nm’lik

filtrelerden stizildu.

Bu siiziintiiden alinan 50 uL 6rnek, akis hiz1 1.5 mL/dk olacak sekilde HPLC C-
18 Bondapak kolonuna injekte edildi ve absorbans degerleri Waters UV dedektor ile
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294 nm’de okundu. o-Tokoferol tepeleri standart tepelerle karsilastirilarak

konsantrasyon hesaplandi ve pg/mL olarak ifade edildi (Nierenberg ve Nann, 1992).
5.2.4. Karaciger dokusundan total protein izolasyonu

Tavsan karaciger dokusundan yaklagik 100 mg karaciger parcasi steril bir cam tiip
igerisine konuldu. Uzerine 0,5 mL RIPA homojenizasyon tamponu eklenerek 2 dakika
buz icerisinde bekletildi. Ultraturrax homojenizatorii kullanilarak 24.000 rpm’ de 20
saniye homojenize edildi. Dokular iyice homojenize olmamis ise islem tekrarlandi.
Doku homojenat1 +4 °C’ de 10000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi ve slipernatant

protein tayini i¢in ayrildi. Total protein iceren homojenat -20 °C’ de saklandi.
5.2.5. Protein konsantrasyonunun hesaplanmasi

Elde edilen orneklerdeki total protein konsantrasyonu, Bradford protein tayini
(BioRad Protein Assay) yontemi ile 6l¢iildii. Oncelikle Bovine Serum Albiimin (BSA)
kullanilarak 0 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, 1.0 mg/mL,
1.2 mg/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Her bir ependorfa 4 pL
standart veya bilinmeyen 6rnek ve 200 pL ¢aligma ayiract (protein assay — Biorad)
eklendi. Daha sonrasinda karanlik ortamda 5 dk olmak {izere inkiibasyona birakildi.
Olusan mavi renkli {iriin 595 nm’ de absorbsiyon spektrofotometrede (smartSpec plus,
Biorad) olgiildii. Olusturulan standart egriye gore orneklerdeki protein miktarlar

hesaplandi.
5.2.6. SDS-PAGE jel elektroforezi ve immunblotlama

[lk olarak %S5’ lik yiikleme jeli (1 M Tris-HCI, %30 (w/v) Akrilamid, %10 (w/v)
SDS, %0,05 (w/v) APS ve %0,05 (w/v) TEMED, pH:6.8) ve % 12’ lik ayirma jeli (1.5
M Tris-HCl, %30 (w/v) Akrilamid, %10 (w/v) SDS, %0.05 (w/v) APS, %0.05 (w/v)
TEMED eklenerek pH 8.8) hazirlandi. Aorta dokular1 i¢in 30 pg protein igeren
homojenatlar 1 mM Tris-HCl, %40 gliserol, %8 SDS, %20 2-B-merkaptoetanol, %0.03
bromfenol mavisi iceren jel yiikleme tamponu ile 1’e 4 oraninda sulandirildi ve
95°C’de 4 dakika 1sitilarak denatiire edildi. Denatiire edilen 6rnekler polimerize olmus
jele yiiklendi. 2 L, elektroforez yiiriitme tamponu i¢cinde 100 volt sabit akimda 1-1.5
saat slirede proteinler ayristirildi (Biorad, Mini-PROTEAN 3 Cell). Protein molekiil

agirhig belirleyicisi olarak “Precision Plus Protein Standards” (Biorad) kullanildi.
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5.2.7. Karaciger dokusundan RNA izolasyonu

Yaklagik 100 mg karaciger doku pargasi bistiiri ile kesilerek steril bir cam tiip
icersine konuldu. Uzerine ImL Trizol Reagent (Life Technologies) eklenerek 2 dakika
buz icerisinde bekletildi. Ultraturrax homojenizatorii kullanilarak 24.000 rpm’ de 20
saniye x3 kez homojenize edildi. Dokular iyice homojenize olmamis ise islem
tekrarlandi. Elde edilen doku homojenatindan RNA izolasyonu Biorad marka hazir kit
kullanilarak {iretici firmanin protokoliine gore yapildi. Homojenat eppendorf tiiplere
alindi. Alinan miktarla esit miktarda %70 etanol eklendi ve pipetleme ile iyice
karistirildi. Doku siispansiyonu 2 mL’ lik tiipe takil1 olan spin kolona aktarildi ve 8000
rpm 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve kolana 700 uL Low Strigency Wash
Solution tamponu eklendi. 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip
kolona 80 pL Dnasel eklenerek oda sicakliginda 25 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 700uL High Strigency Wash Solution eklendi ve 8000 rpm 1
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve kolona 700 puL Low Strigency Wash
Solution tamponu eklendi. 2 kere 13000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon temiz
1,5 mL’ lik ependorf tiipe alindi ve iizerine eliisyon i¢in 50 uL Rnaz i¢cermeyen su
eklendi ve 13000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi. RNA konsantrasyonu 260 nm’ de

spektrofotometrik dl¢lim yapildi.
5.2.8. Total RNA’ dan komplementer DNA (¢cDNA) sentez edilmesi

Total RNA’ dan cDNA sentezi iScript cDNA Synthesis kit (Biorad) kullanilarak
yapildi. Her bir 6rnekten 100 ng RNA icerecek hacimde alindi. 4 pLL Reaction Mikx,
1uL Reverse Transcriptase eklendi ve toplam hacim 20 pL olacak sekilde PCR ultra
saf su eklendi. Ornekler 25°C’ de 5 dakika, 42°C’ de 30 dakika, 85°C’ de 5 dakika

olacak sekilde Thermal Cycler cihazina konuldu.

5.2.9. cDNA orneklerinin GRP78, GRP94, IRE1, PERK primerleri i¢in
kantitatif real time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile ekspresyon

analizi

Tayin edilecek genler i¢in, Oryctolagus cuniculus GRP78, GRP94, IRE1, PERK
Entrez Pubmed Nucleotid programimmda FASTA formatlart (mRNA tim dizisi)
saptand1. Sonrasinda bu FASTA formati primer dizaynm: i¢in Primer 3 Output
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programinda yerlestirilerek uygun primerler elde edildi. Sentezlenen cDNA
orneklerinin ¢ogaltilmast SYBR green (Biorad) kiti kullanilarak kantitatif PCR ile
gercgeklestirildi. Her bir 6rnek icin 12,5 pLL Syber green, 0,5uL forward primer, 0,5 pL
reverse primer, 1 uL. cDNA ve 10,5 uL. Rnase free ultra saf su eklenerek total hacmi
25 uL olan karisim hazirlandi. GRP78 primeri i¢in baglanma sicakligi 62°C, GRP94
ve IRE1 i¢in 63°C, PERK i¢in 60°C olacak sekilde PCR reaksiyonu gergeklestirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Serum Kolesterol Diizeyleri

Kontrol, kolesterol, kolesterol + vé6itamin E ve vitamin E, gruplarindaki
tavsanlarin 0. haftada serum kolesterol diizeyleri sirasiyla; 74,7 + 20,4 mg/dL, 61,2 £
31,1, mg/dL, 62,5£20,9 mg/dL, 111,8 + 48,3 mg/dL olarak saptandi. Sekizinci haftanin
bitiminde tavsanlarin serum kolesterol diizeyleri, kontrol grubunda 68.3 + 41,0 mg/dL,
kolesterol grubunda 2426,8 + 1163,0 mg/dL, kolesterol + vitamin E grubunda 2097,3
+ 776,0 mg/dL, vitamin E grubunda 52,5 + 28,5 mg/dL olarak bulundu (Tablo 6.1).

Kolesterol alan biitiin gruplarin 8. hafta sonunda kolesterol diizeylerinin yaklasik
olarak 40 kat arttig1 ve meydana gelen artisin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlaml oldugu tespit edildi (‘'p<0.001).

Tablo 6.1. Tavsanlarin serum kolesterol diizeyleri. 8. hafta gruplar, kontol grubu ile kiyaslandiginda

*p<0.001, ortalama =* standart sapma, (n=6).

Serum kolesterol diizeyleri
GRUPLAR (ng/mL)
0. hafta 8. hafta
Kontrol 74,7 £ 20,4 68,3 +41,0
Kolesterol 61,2+31,1 2426,8 + 1163,0"
Kolesterol+Vitamin E 62,5+ 20,9 20973 + 776,0*
Vitamin E 111,8 £48,3 52,5+28,5
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6.2. Serum Vitamin E Diizeyleri

0. hafta kontrol grubundaki tavsanlarin serum vitamin E diizeyi ortalamas1 5,0 +
2,3 ug/mL, kolesterol grubunda 4,3 + 1,2 ug/mL, kolesterol + vitamin E grubunda 4,9
+ 2,5 pug/mL, vitamin E grubunda 4,8 + 1,1 ug/mL olarak belirlendi. Sekiz hafta
sonunda kontrol grubunda serum vitamin E diizeyi ortalamast 2,9 + 1,4 ug/mL, ,
kolesterol grubunda 24,5 + 3,4ug/mL, kolesterol + vitamin E alan grupta 29,2 + 20,1
pug/mL, vitamin E grubunda 17,4 + 10,3 olarak 6l¢iildii (Tablo 6.2). Tavsanlara 8 hafta
stire ile 50 mg/kg/giin vitamin E verilmesi ile vitamin E diizeyi baslangi¢ degerine
gore yaklasik 8 kat arttig1 gozlendi. Sekizinci hafta kontrol grubu ile vitamin E,
kolesterol grubu ve kolesterol + vitamin E grubu kiyaslandiginda kolesterol + vitamin

E grubundaki serum vitamin E diizeylerinin artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu

("'p<0.001).

Tablo 6.2: Tavsanlarin serum vitamin E diizeyleri. 8. hafta gruplar, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
"p<0.001, ortalama + standart sapma, (n=6).

Serum vitamin E diizeyleri
GRUPLAR (ng/mL)
0. hafta 8. hafta
Kontrol 5,0+£2,3 29+1,4
Kolesterol 43412 24,5+3.4"
Kolesterol+Vitamin E 49+25 292 + 20,1*
Vitamin E 4,8+ 1,1 17,4+10,3"
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6.3. Karacigerlerin Makroskopik Goriintiileri

Sekiz hafta sonunda olusturulan tavsan modellerinin karacigerlerinin
makroskopik goriintiileri incelendi. Kontrol ve vitamin E grubuna ait tavsanlarin
karacigerlerinin makroskopik goriintiileri normal goriiniimlii ve kirmizi renkte
gozlemlendi (Resim 6.1A ve 6.1D). Kolesterol bakimimdan zengin beslenen grupta
yaglanmis ve noduler yapilar icerdigi (Resim 6.1B), kolesterol ile birlikte vitamin E
verilen gruptaki tavsanlarin karacigeri ise kolesterol grubundakilere gore biraz daha az

yaglanma gozlendi (Resim 6.1C).

Resim 6.1. Her deney grubunu temsil eden bir tavsan karacigeri makroskopik goriintiileri. Kontrol grubu
(A), kolesterol grubu (B), kolesterol+vitamin E grubu (C), vitamin E grubu (D).

33



6.4. Karaciger Dokusunda GRP78 Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres {izerine etkisini incelemek amaci ile
immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.1 de gosterilen GRP78 protein
ekspresyonu tespit edildi ve (-aktin’ e gore normalize edildi. Kontrol grubundaki
GRP78 protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde
sekil 6.1 deki grafikte gosterildigi gibi kolesterol grubu 147+34,97,
Kolesterol+Vitamin E grubu 95437,3, Vitamin E grubu ise 119+5,35 olarak tespit
edildi. Gruplar arasinda GRP78 protein ekspresyonu karsilastirildiginda kolesterol
grubunun kontrol grubuna gore yaklagik 1,5 kat arttig1, vitamin E grubunun ise kontrol

grubuna gore yaklasik 1,2 kat arttig1 bulunmustur.

Kontrol Kolesterol Kolesterol+Vitamin E Vitamin E

| — | — — — B-aktin (45kDa)

200 -

180 4

160 4

140 A

— %

120 A

100 -

GRP78\B-aktin protein ekspresyonu
( kontroliin %’ si olarak)

Kontrol Kolesterol Kolesterol+Vitamin E Vitamin E

Sekil 6.1. Karaciger dokusunda GRP78 protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden
bandlarin goriintiisii. Kolesterol grubu ve vitamin E grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda *p<0,001

(n=3).
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6.5. Karaciger Dokusunda GRP94 Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres {izerine etkisini incelemek amaci ile
immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.2 de gosterilen GRP94 protein
ekspresyonu tespit edildi ve B-aktin’ e gore normalize edildi. Kontrol grubu GRP94
protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde sekil 6.2
deki grafikte gosterildigi gibi kolesterol grubu 232+43,1, Kolesterol+Vitamin E grubu
96+3,78, Vitamin E grubu ise 80+14,36 olarak tespit edildi. Sonug olarak kolesterol
grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda GRP94 protein ekspresyonu 2 kat arttigi
bulundu. Kolesterol ile birlikte vitamin E verilen grupta ise kolesterol grubuna gore

GRP94 protein ekspresyonun daha diisiik seviyelerde oldugu bulundu.

Kontrol Kolesterol Kolesterol+Vitamin E ~ Vitamin E

oo G SR SR GRPo: (94KkDa)
S s GRS S ciin (45 kDa)
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%
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Kontrol Kolesterol Kolesterol+Vitamin E Vitamin E

g

(kontroliin %’ si olarak)
8

GRP94'3-aktin protein ekspresyonu
8

Sekil 6.2. Karaciger dokusunda GRP94 protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden
bandlarin goriintiisii. Kolesterol grubu, kontrol grubu ve kolesterol+vitamin E grubu ile kiyaslandiginda

*#p<0,001, ortalama + standart sapma, (n=3).
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6.6. Karaciger Dokusunda fosfo-IRE1 Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres iizerine etkisini incelemek amaci ile
immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.3 te gosterilen fosfo-IRE1 protein
ekspresyonu tespit edilerek B-aktin’ e gére normalize edildi. Kontrol grubundaki IRE-
1 protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde sekil
6.3 teki grafikte gosterildigi gibi Kolesterol grubu 214+53,18, Kolesterol+Vitamin E
grubu 142+9,6, Vitamin E grubu ise 151,8+19,02 olarak tespit edildi. Sonug olarak 8
hafta sonunda kolesterol grubunda kontrol grubuna gire IRE1 protein ekspresyonun 2
kat arttig1, kolesterol+vitamin E ve vitamin E gruplarinda ise kontrol grubuna gore bu
ekspresyonun yaklasik 1,5 kat arttigi bulundu. Kolesterol+vitamin E grubu ise
kolesterol grubuna gore kiyaslandiginda fosfo-IREl protein ekspresyonunun daha

diisiik seviyelerde oldugu bulundu.
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Sekil 6.3. Karaciger dokusunda fosfo-IREla protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden
bandlarin goriintiisii. Gruplar, kontrol grubu ile kiyaslandiginda *p<0,001, kolesterol+vitamin E grubu
kolesterol grubu ile kiyaslandiginda #p<0,001 ortalama + standart sapma, (n=3).
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6.7. Karaciger Dokusunda fosfo-PERK Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres {izerine etkisini incelemek amaci ile
immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.4 te gosterilen fosfo-PERK protein
ekspresyonu tespit edilerek B-aktin’ e gore normalize edildi. Kontrol grubundaki
fosfo-PERK  protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar
degerlendirildiginde sekil 6.4 teki grafikte gosterildigi gibi Kolesterol grubu
142,13+46,02, Kolesterol+Vitamin E grubu 177,30+28,49, Vitamin E grubu ise
131,59+37,68 olarak tespit edildi. Sonu¢ olarak gruplar arasinda istatiksel olarak

anlaml bir fark bulunmadi.

Kontrol Kolesterol Kolesterol+Vitamin E ~ Vitamin E
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Sekil 6.4. Karaciger dokusunda fosfo-PERK protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden

bandlarin goriintiisii. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (n=3) (p>0,05).
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6.8. Karaciger Dokusunda CHOP Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin apoptotik hiicre 6liimii iizerine etkisini incelemek
amaci ile immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.5 de gdsterilen CHOP protein
ekspresyonu tespit edilerek B-aktin’ e gore normalize edildi. Kontrol grubundaki
CHOP protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde
sekil 6.5 teki grafikte gosterildigi gibi Kolesterol grubu 152,86+17,33,
Kolesterol+Vitamin E grubu 89,13+10,64, Vitamin E grubu ise 86,53+32,26 olarak
tespit edildi. Sonu¢ olarak 8 hafta sonunda kolesterol grubunda CHOP protein
ekspresyonunun kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli yaklagik 1.5 kat arttig1
bulundu. Kolesterol+Vitamin E grubunda ise anlamli olarak kolesterol grubuna gore

CHOP protein ekspresyonunun daha diisiik seviyelerde oldugu bulundu.
Kontrol Kolesterol  Kolesterol+Vitamin E ~ Vitamin E
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Sekil 6.5. Karaciger dokusunda CHOP protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden bandlarin
goriintiisii. Kolesterol grubu, kontrol ve kolesterol+vitamin E grubu ile kiyaslandiginda *#p<0,05,
ortalama + standart sapma, (n=3).
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6.9. Karaciger Dokusunda Bax Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin apoptotik hiicre 6liimii tizerine etkisini incelemek
amaci ile immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.6 da gosterilen Bax protein
ekspresyonu tespit edilerek B-aktin’ e gére normalize edildi. Kontrol grubundaki Bax
protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar diger gruplar
degerlendirildiginde sekil 6.6 daki grafikte gosterildigi gibi Kolesterol grubu
181,49+41,84, Kolesterol+Vitamin E grubu 84,74+2,8, Vitamin E grubu ise
127,32+13,9 olarak tespit edildi. Sonug olarak kolesterol grubunda kontrol grubuna
gore yaklasik 2 kat istatiksek olarak anlamli artis bulundu. Kolesterol+Vitamin E
grubunda ise kolesterol grubuna gore protein ekspresyonunun istatiksel olarak anlamli

yaklasik olarak yar1 yariya azaldig1 tespit edildi.
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Sekil 6.6. Karaciger dokusunda Bax protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden bandlarin
goriintiisii. Kolesterol grubu, kontrol grubu ve kolesterol+vitamin E grubu kiyaslandiginda ##p<0,05,

ortalama + standart sapma, (n=3).
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6.10. Karaciger Dokusunda Kaspaz 9 Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin apoptotik hiicre 6liimii {izerine etkisini incelemek
amaci ile immunoblotlama teknigi kullanilarak sekil 6.7 de gosterilen kaspaz 9 kesilmis
/ kesilmemis protein ekspresyonu tespit edilerek B-aktin’ e gore normalize edildi.
Kontrol grubundaki protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar sekil 6.7
deki grafikte gosterildigi gibi Kolesterol grubu 140,46+6,94, Kolesterol+Vitamin E
grubu 130,86+20,67, Vitamin E grubu ise 99,57+11,9 olarak tespit edildi. Sonug olarak
8 hafta sonunda kolesterol grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda kolesterol

grubunda yaklasik 1,4 kat artig bulundu.
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Sekil 6.7. Karaciger dokusunda kesilmig/kesilmemis kaspaz 9 protein ekspresyonu ve her deney grubunu
temsil eden bandlarin goriintiisii. Kolesterol grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda *p<0,001(n=3) .
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6.11. Karaciger Dokusunda GRP78 mRNA Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres iizerine gen ekspresyonu diizeyinde
etkisini inceleyebilmek i¢in qPCR yontemiyle GRP78 mRNA ekspresyonuna bakildi.
Referans gen olarak (-aktin geni kullanildi. Kontrol grubundaki gen ekspresyonu
%100 kabul edilerek diger gruplar analiz edildiginde sekil 6.8 deki grafikte gdsteridigi

gibi vitamin E verilen grupta kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli yaklasik

50 kat bir artis bulundu.
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Sekil 6.8. Karaciger dokusunda GRP78 gen ekspresyonun degerlendirilmesi. Vitamin E grubu, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda "p<0,001, ortalama + standart sapma, (n=3).
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6.12. Karaciger Dokusunda GRP94 mRNA Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres {izerine gen ekspresyonu diizeyinde
etkisini inceleyebilmek i¢in qPCR yontemiyle GRP94 mRNA ekspresyonuna bakildi.
Referans gen olarak (-aktin geni kullanildi. Kontrol grubundaki gen ekspresyonu
%100 kabul edilerek diger gruplar analiz edildiginde sekil 6.9 daki grafikte gdsterildigi
gibi gruplarin GRP94 mRNA ekspresyonu kontrol grubuna gore istatiksel olarak

anlamli yaklasik 1/4 oraninda azaldigi bulundu.
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Sekil 6.9. Karaciger dokusunda GRP94 gen ekspresyonun degerlendirilmesi. Gruplar, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda *p<0,05, ortalama * standart sapma, (n=3).
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6.13. Karaciger Dokusunda IRE1 mRNA Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres {izerine gen ekspresyonu diizeyinde
etkisini inceleyebilmek i¢in qPCR yontemiyle IRE]1 mRNA ekspresyonuna bakildi.
Referans gen olarak (-aktin geni kullanildi. Kontrol grubundaki gen ekspresyonu
%100 kabul edilerek diger gruplar analiz edildiginde sekil 6.10 daki grafikte
gosterildigi gibi vitamin E grubundaki IRE1 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli yaklagik 15 kat arttig1 bulundu.
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Sekil 6.10. Karaciger dokusunda IRE1 gen ekspresyonun degerlendirilmesi. Vitamin E grubu, kontrol

grubu ile kiyaslandiginda “p<0,01, ortalama + standart sapma, (n=3).
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6.14. Karaciger Dokusunda PERK mRNA Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres {izerine gen ekspresyonu diizeyinde
etkisini inceleyebilmek i¢in kantitatif PCR yontemiyle PERK mRNA ekspresyonuna
bakildi. Referans gen olarak [B-aktin geni kullanildi. Kontrol grubundaki gen
ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar analiz edildiginde sekil 6.11 deki
grafikte gosterildigi gibi vitamin E grubundaki PERK mRNA ekspresyonunun
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli yaklagik 2,5 kat arttig1 tespit edildi.
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Sekil 6.11. Karaciger dokusunda PERK gen ekspresyonun degerlendirilmesi. Vitamin E grubu ile

kontrol grubu kiyaslandiginda, “p<0,01, ortalama + standart sapma, (n=3).

44



Tablo 6.3: Yiiksek Kolesterollii diyet ile olusturulan NAYKH modelinde immunoblotlama ve qPCR

sonuglarimin 6zeti (¥*Kolesterol grubu kolesterol+ vitamin E grubu ile kiyaslandiginda).
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7. TARTISMA ve SONUC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi karacigerde goriilen metabolik sendromlarin
arasinda en yaygin olanidir. NAYKH iki hit hipotezi ile agiklanmaktadir. Ilk hit
hepatositlerde trigliserit birikmesiyle olusan hepatik steatozisdir. Ikinci hit ise
inflamasyon, oksidatif stres, apoptotik hiicre Oliimiiniin goriildiigii evre olarak

aciklanmaktadir.

Kolesterol bakimindan zengin bir diyet hiicresel diizeyde bir¢ok degisiklige sebep
olabilir. Serbest yag asidi, diagilgliserol, fosfolipit ve serbest kolesterolden olusan
toksik lipitlerin birikmesi ER stres ve oksidatif stres gibi hiicresel stres yolaklarini
aktive edebilmektedir. Gecikmis ve/veya yetersiz ER stres cevabi fizyolojik kosullari
lipit birikimi, insiilin direnci, inflamasyon, apoptoz gibi NAKYH’ nin patogenezinde
Oonemli rol oynayan patolojik sonuc¢lara neden olmaktadir. Bu nedenle NAYKH’ da

ER stres mekanizmasinin aydinlatilmasi 6nem tagimaktadir.

ER, fonksiyonu bakimindan SERCA tarafindan kontrol edilen yiiksek
konsantrasyonda kalsiyum iyonuna sahiptir. SERCA ve diger ER enzimleri ER
membranin kolesterol igeriginden etkilenmektedir. Asir1 kolesterol birikimi bu
enzimlerin konformasyonel degisiklige yol agarak inhibisyonlarina neden olmaktadir
(Musso ve ark., 2013). ER stres ve oksidatif stresin artmasi veya engellenememesi

hastaligin hepatik stetatozis, inflamasyon ve fibrozise ilerlemesinde etkilidir.

Bu caligmamizda %2 kolesterol igeren diyet ile olusturulan NAYKH
modelinde ER stresin lipit birikimi ve apoptotik hiicre 6liimii iizerindeki etkileri
incelendi. ER stres belirtecleri olan fosfo IRE, fosfo PERK, GRP94, GRP78 ve
apoptotik yolakta gorev alan CHOP, Bax, kaspaz 9 ekspresyonlar1 kontrol grubu ile
karsilastirilarak degerlendirildi. Vitamin E’ nin bu ekspresyonlar {izerindeki etkisi
arastirildi. Calismamizda, 8 hafta siire ile tavsanlara normal diyet (kontrol grubu), %2
kolesterol i¢eren diyet (kolesterol grubu), kolesterol igeren diyete ek olarak vitamin E
(kolesterol+vitamin E grubu) ve sadece diyetle birlikte vitamin E (vitamin E grubu)
verildi. Deney sonunda kolesterol verilen tavsanlarin serum kolesterol diizeylerinin

yaklasik 40 kat kadar artmis olmas1 ve karacigerde lipit birikimin goriillmesi NAYKH
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modelinin olusturulabildigini gostermektedir . Tavsanlara 8 hafta siire boyunca
vitamin E verilmesi ile vitamin E diizeylerinin kontrol grubuna gore kolesterol ve
vitamin E gruplarinda anlaml bir sekilde yaklasik 10 kat arttig1 gézlenmistir. Yagda
¢Oziinen bir vitamin olan vitamin E’nin LDL igerisinde tasinmasindan dolay1 Vitamin
E’den fakir beslenen kolesterol grubunda artan LDL degerlerine paralel bir sekilde

vitamin E degerlerinin normalden yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir.

Daha 6nce sicanlar ile yapilan ¢aligmada 8 hafta boyunca kolesterol igeren diyetle
beslenmenin lipit birikimine neden oldugu gosterilmistir (Fan ve ark., 2003).
Calismamizdaki karaciger makroskopik goriintiilerin bulgular1 kolesterol igeren diyet
ile beslenmenin lipit birikimine neden oldugunu desteklemektedir. 8 hafta siire ile %2
kolesterol igeren diyetle beslenen grubun karacigerlerinde yaglanma ve nodiiler
yapilarin oldugu tespit edildi, buna karsilik kolesterol ile birlikte vitamin E verilen
grupta ise yaglanma seviyesinde azalma oldugu goriintiilendi. Kontrol ve sadece
vitamin E verilen gruplar arasinda lipit birikiminin olmadig1 benzer goriintiiler elde
edildi. Bu sonuglar yiiksek miktarda kolesterol iceren diyet ile beslenmenin NAYKH

patogenezindeki ilk basamak olan lipit birikimine neden oldugunu gostermistir.

ER, fonksiyonu bakimindan membran ve salgi proteinlerinin yapimi, post
translasyonel modifikasyonu, lipit biyosentezi ve intraselliiler kalsiyum iyonu
homestazindan sorumludur. UPR/ER stres cevabi patolojik kosullarin olugmasi ve
korunmasinda 6nemli rol almaktadir. Kronik ER stresin lipotoksisiteye, insiilin
direncine, inflamasyona, apoptotik hiicre 6liimiine neden aldugu bilinmektedir. ER,
ayn1 zamanda protein katlanmasinin da kontrol merkezi olarak ge¢cmektedir. Diger
salg1 hiicreleri gibi hepatositlerde ER bakimindan zengin hiicrelerdir. Yapilan
calismalar da ER stresin hepatik lipit birikimi ve lipogeneze sebeb oldugunu
gosterilmistir (Ozcan, 2004; Lee ve ark., 2008). Genetik faktorler veya diyetle birlikte
indiiklenen NASH hastalarinda ER stresin rol aldigin1 gosteren bir¢ok c¢alisma
mevcuttur (Ozcan ve ark., 2004). UPR sinyal molekiillerinin hiicre kiiltiirii ve hayvan
modelleri c¢alismalarinda lipit metabolizmasinda fonksiyonu oldugu bulunmustur

(Angulo ve ark., 2002).

NAYKH’ nin gelisiminin ilk basamagi makrovesikiiller halinde triagilgliserollerin

hepatosit sitoplazmasinda birikmesiyle olusan hepatik steatozisdir. Hepatik steatozis
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PERK-elF20-ATF4 yolag tarafindan regiile edilmektedir. PERK delesyonu lipojenik
enzimler olan yag asidi sentaz, ATP sitrat liyazi, sterol CoA desaturazi inhibe ettigi
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2008). elF2a fosforilasyonu adipojenik niikleer reseptor
peroksizom proliferator aktivasyon gamma (PPARY) ekspresyonunu azaltmaktadir
(Wang ve ark., 2010). ATF-4 geni susturulmus farelerin ise hiperglisemi, obezite ve
hepatik steatozisden korundugu tespit edilmistir (Brunt ve ark., 2001). Hepatosit
spesifik IRE1 delesyonuna sahip farelerde ER stres indiikleyici ajanlar uygulanmastyla
hepatik steatozis olusumunun tetiklendigi gézlemlenmistir (Zhang ve ark., 2011).
Ayrica, ER stres indiikleyici ajan olan tunikamisin ve thapsigargin farelere
uygulandiginda, hepatik lipit birikimi tespit edilmistir (Li ve ark., 2009). Bir ¢ok
calismada palimitat ve diger doymus yag asitlerinin karacigerde UPR aktive ettigi
gosterilmigstir (Zhang ve ark., 2006). Bu bilgiler 1s18inda ER stres ile lipit birikimi
arasinda pozitif bir geri bildirim mekanizmast mevcuttur. ER stres lipit birikimini
indiikledigi gibi, lipit birikimi de ER stresi indiiklemektedir (Ahn ve ark., 2007). Tiim
bu bilgiler, ¢aligmamizin sonucu ile iligkili olmakla beraber, yiiksek kolesterollii diyet
ile beslenmenin hiicrelerde stres kosullarina neden oldugu ve bunun bir sonucu olarak
da ER stres diizeylerinin artmasiyla NAYKH patogenezine yol actig1 gosterilmektedir.
Calismamizda olusturulan NAYKH modeli sonucu, karaciger dokusu tizerindeki, ER
stres ve iligkili apoptotik aktivite immiinoblotlama teknigi ile incelenmistir. Fosfo-
IRE1 protein ekspresyonu kontrol grubuna gore diger gruplar kiyaslandiginda yaklasik
1,5 kat artmaktadir (p<0,001), kolesterol+vitamin E grubu kolesterol grubu ile
karsilastirildiginda ise yaklasik olarak 3/2 oraninda azalmaktadir. ER saperonu olan
Grp94 protein ekspresyonu kolesterol grubunda kontrol grubuna oranla yaklasik
olarak 2,5 kat istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir (p<0.001). Grp94
protein ekspresyonunda goriilen bu artisin, kolesterol+vitamin E grubunda kolesterol
grubuna gore kiyaslandiginda, kontrol seviyelerine kadar azaldigi ve bunun
istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlemlendi. (p<0.001). Diger ER saperonu olan
GRP78 protein ekspresyonu ise kontrol grubu kolesterol ve vitamin E gruplar ile
kiyaslandiginda yaklasik 1,5 kat arttig1 bulundu (p<<0,001). Bir diger ER stres sensorii
olan pPERK protein ekspresyonu kontrol grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmadi. Yiiksek kolesterollii diyet ile olusturulan

NAYKH’ da lipit birikiminin ER strese neden oldugu ve bunun sonucunda ER stres
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sensorlerini aktive ederek UPR aktivasyonunu tetiktedigi diger yandan da katlanma
kapasitesinin arttirilmasi icin GRP94 ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir. Ayni
zamanda, kolesterolle beraber verilen vitamin E’ nin ER stres yanit proteinlerini

kontrol grubu seviyesine diislirdiigii gosterilmistir.

ER strese hiicrenin verdigi ilk cevap GRP78, GRP94 saperon ekspresyonlarini
artirarak katlanma kapasitesini arttirmaktir. Eger bu cevap yeterli gelmez ise ve
hiicrenin strese maruz kaldig: siire ve stresin siddeti fazla oldugu zamanlarda hiicre
proteazom, otofaji gibi yikim yolaklarin1 devreye sokmaktadir. Bu yolaklarinda
yeterli gelmemesi durumunda hiicrede apoptotik 6liim yolag1 aktive olmaktadir. Bizim
calismamizda da GRP78, IRE1, PERK mRNA ekspresyonlar1 bakildiginda kolesterol
verilen grupta kontrol grubuna gore kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir ve bu sonuglara bagli olarak hiicrenin transkripsyonel diizeyde kontrol
asamasinin geg¢ildigi sdylenebilir. Vitamin E grubunda ise kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda PERK te 2,5 kat, IRE1 de 15 kat, GRP78 de ise 50 kat arttig1
bulundugu (p<0,01) ve vitamin E’nin bu genler iizerinde direkt olarak etkisi oldugu

goriilmektedir.

Yetersiz ve/veya uzun siireli strese maruz kalmig UPR cevabinda apoptotik hiicre
olimii devreye girmektedir. ER stres ile aktive olan apoptotik hiicre 6liimii bir¢ok
patolojik durumla iligkilendirilmistir. Apoptotik hiicre 6liimii ekstrinsik ve intrinsik
olmak iizere iki farkli yolak ile aktive olmaktadir. Apoptotik hiicre O6liimiinde
mitokondri Onemli rol oynamaktadir. Artan stres kosullarinda olusan uyari
mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c¢’nin salinmasiyla apoptozom olusumunu
tetikleyerek kaspaz 9 iizerinden kaspaz 3’ aktiflestirir ve apoptotik hiicre 6liimiiniin

gerceklesmesine sebep olur.

ER stresin indiikledigi apoptotik hiicre 6limiiniin gosterildigi bir¢ok calisma
mevcuttur. CHOP geninin susturulmasi sonucunda alkol ile indiiklenmis karaciger
hastaliklarinda hepatosit apoptozunun inhibe oldugu gosterilmistir (Ji ve ark., 2005).
IRE1 fosforilasyonunun artmasi ise TRAF2 proteini iizerinden kaskat seklinde JNK
yolagin1 aktive eder ve apoptozu indiikler. IRE1 ayni1 zamanda ER membran1 ve
mitokondri membraniyla iliskili olan proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinden Bak ve Bax

aktivasyonuna neden olarak hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
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Bak ve Bax geni eksik olan farelerin ER stres ile iligkili apoptoza karsi direng

gosterdigi belirlenmistir (Milic ve ark., 2012).

Calismamizin sonuglar1 bu bilgiler ile uyum saglayarak NAYKH patogenezinde
ER stresin apoptozu indiikledigini gostermektedir. Calismamizda, apoptoz belirteci
olan CHOP ve Bax protein ekspresyonlarinin kolesterol grubunda kontrole grubuna
gore yaklasik 1,5 kat istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmaktadir (p<0.05). CHOP
ve Bax protein ekspresyonlarinda goriilen bu artis ise kolesterol+vitamin E grubunda
kolesterol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde yaklasik 1,5 kat azalmaktadir
(p<0.05). Bu sonuglar, yiiksek kolesterol i¢eren diyetin ER stresin yol agtig1 apoptotik
aktivitenin arttigin1 ve vitamin E’ nin ise bu siire¢te koruyucu etkisi oldugunu

gostermistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, yiiksek kolesterol diyeti ile indiiklenerek olusturulan
NAYKH gelisiminde sekil 7.1 de gosterildigi gibi ER stres ve apoptotik hiicre
belirtegleri olan fosfo-IRE1, Grp94, CHOP ve Bax proteinlerinin etkili oldugu ve
birbirleri ile iligkileri gdsterilmistir. Bu siiregte vitamin E’ nin ER stres ile apoptotik
hiicre oliimii belirteglerini ve gen ekspresyonlar1 etkileyerek rol oynadigi

distiniilmektedir.
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Sekil 7.1: Yiiksek kolesterollii diyet ile gelisen NAYKH’ nin molekiiler

mekanizmasinin modeli.
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