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OZET

PROTEIN KiINAZ RNA (PKR) INHIBATORLERIN ENDOPLAZMIK
RETIKULUM (ER) STRES GECIREN PANKREAS HUCRELERINDE iNSULIN
SALINIMI UZERINE ETKILERI

Sarkic1 G. 2019, Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019

Tip 2 diyabet diinyada milyonlarca kisiyi olumsuz etkileyen ve viicutta g¢esitli mikro ve
makro vaskiiler komplikasyonlara neden olan bir hastaliktir. Son yillarda tip 2 diyabetin
prevalansinin gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli 6l¢giide artmasi, hastaligi toplum
sagligini tehdit eden en 6nemli tehlikelerden biri konumuna getirmistir. Pankreastaki beta
hiicrelerinin dejenerasyonu ve bunun sonucunda salgilanan insiilin miktarinin ihtiyaci
karsilayamayarak hiperglisemiye neden olmasi hastaligin ileriki safhalarinda siklikla
goriiliir. Beta hiicrelerinin dejenerasyonunda Endoplazmik retikulum (ER) stresinin katkisi
kabul edilen bir durumdur. PKR stres kinazin diyabet gelisimine negatif katki yapar ve artan
PKR aktivitesinin insiilin salinmasinda azalmasina yol agmaktadir. Bu ¢alismanin amaci ER
stres kosullarinda in vitro olarak kiiltiire edilmis pankreatik beta hiicrelerinde PKR
inhibitorleri kullanilarak insiilin salinimi1 ve ER stres belirteclerinin gosterilmesidir. PKR
benzeri kinaz PERK/elF20/'nin insiilin ~ salinmasinda azalmasinda sebep oldugu
bilinmektedir. PKR inhibitorlerin ER stresine maruz kalmis P-elF2-o. ifadesinin Beta
Hiicrelerinde Protein Diizeyinde Belirlenmesinde ER belirteclerini tespit etmek i¢in western
blot ve qPCR analizi yapilmistir. Diger bir deney ise hiicre i¢i konstrasyonundaki insiilin
miktarini tespit etmek i¢in ELISA testi yapilmistir. Yapilan bu tez calismasinda PKR
inhibitorleri ve ER stresine maruz kalmasi sonucu insiilin miktarinda artiglar oldugu
gbzlemlenmistir ve en yiiksek artis1 gdsteren PKR inhibatdrii imoxin ( Tunicamycin yok)
olmustur. Ayn1 zamanda ER strese maruz kalmis beta hiicrelerinde insiilin salintmi PKR
inhibatorlerinden  etkilenmemektedir. Buna ragmen insiilin  salilmminda artig
gozlemlenmistir. Bu c¢alisma tip 2 diyabette ER stresine maruz kalmis hiicrelerde insiilin
salinimmin olumsuz yonde etkilendigini ve ER stresini engelleyen terapilerin insiilin
salinimina olumlu katkilar1 oldugunu isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: ER Stres, Insiilin, PERK/ Elf20, PKR, PKR Inhibitérii, Tip 2 Diyabet.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF PROTEIN KINASE RNA (PKR) INHIBITORS ON INSULIN
SECRETION FROM PANCREATIC CELLS DURING ENDOPLASMIK
RETiICULUM (ER) STRESS

Sarkic1 G. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Medicine
Faculty Medical Biology Program Master Thesis, Aydin, 2019

Type 2 diabetes is a chronic malformation that affects millions of people in the world
adversely and causes various micro and macro vascular complications in the body. In recent
years, prevalence of type 2 diabetes has increased significantly in developed and developing
countries, making the disease one of the most important threats negatively affecting general
public health. Beta cell degeneration during the late phases of diabetes and abrupt decrease
of insulin secretion capacity of the pancreas has been shown. It is commonly accepted that
endoplasmic reticulum stress (ER) contributes to the degeneration of beta cells. PKR is a
kinase that is also activated during ER stress response and substantial increase of PKR
phosphorylation activity is also involved in insulin resistance and contribute to the progress
of diabetes. The aim of this study is to demonstrate that the use of PKR inhibitors on in vitro
cultured pancreatic beta cells upon ER stress may decrease the ER stress mediated cell death
and cellular degeneration of beta cells. Western blot and gPCR analysis were performed to
detect ER markers in protein levels of beta-cells. Another experiment is to determine the
amount of insulin in the ELISA test in intracellular construction. In this study, it was
observed that insulin secretion increased due to exposure of beta cells to PKR inhibitors and
ER stress and the highest increase was PKR inhibitor Imoxin. At the same time, insulin
secretion in beta cells exposed to ER stress was not affected by PKR inhibitors. Despite this,
an increase in insulin secretion was detected. As a result of this study, it was shown that
insulin secretion was negatively affected in cells exposed to ER stress under type 2 diabetes

conditions and therapies preventing ER stress had positive contribution to insulin secretion.

Key Words: ER Stress, Insiilin, PERK/EIf2a, PKR, PKR Inhibitér, Tip 2 Diabetes.



1.GIRIS

Diyabet, insiilin azlig1 ve ya insiilin yapisindaki bozulmalar sebebiyle canlilarin
karbonhidrat, protein ve yaglardan yeterince faydalanamadigi ve devamli tibbi bakima
ihtiya¢ duyan, kronik metabalizma hastaliklarindan biridir. Tip 2 diyabet diinyada
milyonlarca kisiyi olumsuz etkileyen ve viicutta g¢esitli mikro ve makro vaskiiler
komplikasyonlara neden olan bir hastaliktir. Son yillarda tip 2 diyabetin prevalansinin
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde onemli Ol¢lide artmasi, hastaligi toplum sagligin
tehdit eden en 6nemli tehlikelerden biri konumuna getirmistir. Asir1 kilo alim1 ve obezitenin
de diyabete benzer ve onu takip eden sekilde artan prevalansi bu iki durumun birbirleriyle
kardiyovaskiiler hastalik, bobrek yetmezligi ve karaciger hastaliklari gibi bircok metabolik
hastaliklari igin bir risk faktorii olarak goriilmektedir (Drong ve ark, 2012). Diyabetin en
yaygin ¢ tipi: 1. Tip 1 diyabet daha ¢ok ¢ocuklarda goriilmekte ve tipik olarak insiilin
yetersizliginden kaynaklanmaktadir. 2. Tip 2 diyabet ise 30’lu yaslardan sonra goriilen
instilin direnci ie karakterize bir hastaliktir. 3. Gestasyonal diyabet ise hamilelik doneminde
goriilen diyabet tipidir.

Tip 2 diyabet tedavisi i¢in hastaligin erken safhalarinda siklikla goriilen insiilin
direncini giderici ilaglar kullanilmaktadir (Peters, 2011). Bununla birlikte kisa vadede,
hiperglisemiyi azaltacak ilaglarinda tedavide etkili oldugu gosterilmistir. Her ne kadar bu
ilaglar insiilin duyarligin arttirip kan sekerini bir siire kontrol altinda tutsada, hastaligin ileri
sathalarinda pankreas beta hiicrelerinin dejenerayonu neticesinde tedavi oldukga
zorlasmaktadir. Bu durumda pankreastan salinan insiilin hormonunu arttirmaya yonelik,
instilin sekretagog tedavilerine baglanir. Pankreasin insiilin {retiminin 6nemli OSlglide
azaldigi durumlarda ise tip 1 diyabette oldugu gibi diizenli olarak insiilin tedavisi
uygulanilir (Peters, 2011). Insiilin tedavisi gerek uygulamadaki zorlugu gerekse hastalarm
yasam kalitesine yaptig1 olumsuz etkilerden dolay1 en son bagvurulan yontemlerdendir.

Endoplazmik Retikulum (ER) hiicrede, protein sentezi katlanmasi, lipitlerin
sentezlenmesi ve hiicre ici kalsiyum dengelerini saglayan ¢ok onemli bir hiicre organelidir.
Son yillarda bu organelin hiice ve organizma i¢in énemi, metabolik hastaliklarda ER stresi
seviyelerindeki artisin olusmasiyla daha iyi anlasilmistir (Ozcan ve ark, 2004). ER stresi,
ER liimeninde katlanmamis proteinlerin birikmesi sonucunda olusan hiicresel bir durumdur.

Bu durumlarda hiicre, unfolded protein response (UPR) ad1 verilen bir tepki mekanizmasini



isleterek, katlanmamig proteinleri ER liimeninden giderilmesine yonelik dnlemler alir. Yine
de bu tepkinin, obesite benzeri metabolik bozukluklarda oldugu gibi uzun siire devam ettigi
durumlarda, hiicrelerin Oliimiine yol agmasi kaginilmazdir. Bu alanda yapilan yeni
arastirmalar diyabetin ileriki safhalarinda pankreas beta hiicrelerindeki dejenerasyonla ve
insiilin saliniminin durdurulmasiyla siki1 bir baglanti oldugunu gostermistir (Engin ve ark,
2014).

PKR kinazi ER stresi durumunda aktive olan enzimlerden biridir. Temel fonksiyonu
ER’daki protein sentezini kontrol eden elF2a proteinini fosforilize ederek protein sentezini
tamamen durdurmak ve bu sekilde ER stresini kontrol altina almaktir. Fakat ¢ok yiiksek
PKR aktivitesinin insiilin direncini arttirdigr ve bu sekilde diyabetin ilerlemesine katki
yaptig1 da bilinmektedir (Nakamura ve ark, 2010).

Bu tezin amaci PKR inhibatérlerini kullanarak pankreas hiicrelerinde ER stresine
bagli hiicre Oliimlerini azaltmak ve bu sekilde pankreasin insiilin tiretme verimliligini
arttirmaktir. Tez PKR inhibatorlerinin, diyabet tedavisinde; pankreas hiicrelerini koruyucu

bir ara¢ kullanabilecegini gostermeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enerji Metabolizmasinin Kontrolii

Yedigimiz gidalar, solunum sirasinda O, tarafindan pargalara ayrilarak CO,, H,O bir
de kimyasal enerjiye ¢evrilmektedir. Bu yolla enerji ihtiyact kazanilir ve gidalarin solunum
yoluyla parcalanmasiyla kimyasal enerji gérev yapamaz. Bu enerji tam gorev yapabilmesi
icin mekanik enerjiye ¢evrilmesi gerekmektedir. Viicudumuzda bulunan kaslar bu gorevi
gerceklestirmektedir. Gidadaki maddelerden meydana gelen enerji kasta depolanmakta ve
ATP’ nin yapimint olusturmaktadir. ATP, organizmalarin enerji yapimi ve deposunu
meydana getirmektedir. Ayn1 zamanda fosfat gruplarindan ve adenoinden olusmaktadir.
Yiiksek enerjili bag olusturan fosfat gruplari olmakla birlikte 1 mol ATP’nin yikilmasindan
sonra yaklasik olarak 7-12 kcal enerji meydana ¢ikmaktadir.

Enerji metabolizmas1 beyine gonderilen mesajlarla diizenlenmektedir. Beyin
viicuttan gelen sinyallere gore enerji iiretme (katabolizma) veya enerji depolama
(anabolizma) yolaklarini harekete gecirmektedir.

Gida fazlaligi ve uygun hormonal sinyaller (insiilin ve glukagon) sonucunda fazla
glukoz adipoz dokularinda yag (trigliserit) olarak depolanir ve yag dokusu artisi

olusmaktadir.

2.1.1. Glukoz Metabolizmasi

Insan viicudu i¢in Onemli gereksinimlerden bir tanesi ‘Glikoz’dur. Glikoz bir
karbonhidrat olup viicudumuzda daha ¢ok ve daha kolay harcanan enerji maddesini
olusmaktadir. Ayn1 zamanda viicutta yakilir ve CO,, H,O ve enerjiye donligmektedir.
Glikozun kandaki yogun miktar1 ise 90-110 mg’ dir. Bu miktarin ayn1 degerler arasinda
olmast gerekmektedir. Artis ve diismelerde bir takim rahatsiz edici durumlara yol
acmaktadir. Bu rahatsizliklardan en ¢ok etkilenen sinir sistemimiz olmaktadir. Ornegin;
gozde bulunan retinanin enerjiye olan ihtiyaci glikozla karsilanmaktadir. Gikozun az olmasi
sonucu yani hipoglisemi’ ye dayaniklig1r yok denecek kadar az olmaktadir. Kanda bulunan

glikozun 70 mg altinda olmastyla sinirli olma hali, zihinsel dikkatsizler, titreme ndbetleri,



huzursuz olma hali gibi bir takim belirtiler meydana gelmektedir. Glikoz yogunlugu diiserse
kasilmalar ve hareketsiz olma hali goriiliir. Glikozun azalmasi sonucu ¢ Hipoglisemik koma’
ad1 verilen bir rahatsizlik ortaya c¢ikar. Bu durumdan glikozun hemen hastaya verilmesi
gerekmektedir. Sebebi ise beyindeki sinirler glikozuz olmaya uzun bir zaman dayanikli
olamazlar. Ciinkii beyin glikozun azligina birkag¢ saat dayanakli olabilir. Kandaki glikozun
diismesi kadar yiikseltmeside tehlikeli olmaktadir. Kandaki glikoz arttiginda kanin ozmotik
basinci artmaktadir. Bu da hiicrelerde kana dogru sivinin kaybetmesini meydan getirir. Bu
burumda yine etkilenen sinir hiicreleri olmaktadir. Kandaki glikozun ylikselmesi
(Hiperglisemi), aynen hipoglisemi de oldugu gibi biling kaybina sebep olur. Buna
‘Hiperglisemik koma’ ve ya’ Diyabetik koma’ denmektedir. Viicutta enerji ihtiyacim
karsilayan glikozun fazla oldugu durumda °‘Glikojene’ doniisiir ve bu sekilde depo
edilmektedir. Glikojenin karaciger ve de kaslarda depo edildigi bilinmektedir. Insiilin ise
viicutta glikozun kullanilmasiyla ve depolanmasiyla bilinen bir hormondur. Ayn1 zamanda
instilin kandaki glikozun kas ve yagdaki hiicrelerin gegisini kolaylastirmaktadir.

Sekil 1. de enerji metabolizmas1 mekanizmasi ifade edilmektedir. Figurde agiklanan;
Glukoz metabolizmasinda bir diger énemli merkez organ da Pankreastir. Pankreas kanda
artan (postprandial) glukoza cevap olarak insiilin salgilar. Insiilin hedef organlarda

(karaciger, kas ve adipoz doku) anabolik programi baglatir.

insiilinden bagimsiz
glukoz alimi

Glukoz olmayan
sekretagoglar

Pankreas

insiilin

insiiline bagimh glukoz alimi iskelet kasi

Sekil 1. Enerji metabolizmasi (Xiaozhuo C, 2015 tarafindan modifiye edilmistir).



Karacigerde insiiline bagli anabolik yanit yag asitlerinden glukoz iiretimini
(glukoneogenez) durdurmak ve glukozu glikojene (ve yaga) cevirmektir. Karacigere glukoz
alimi1 herzaman aktiftir insiiline kars1 bir cevap degildir.

Glikozdan iiretilen trigliseritler (ve kolesterol) VLDL partikiilleri seklinde adipoz
dokusuna gonderilir. Kanda Glukoz degerlerinin diistiigli durumlarda (aglik) merkez organ
Pankreasta insiilin salgis1 diiser ve glukagon hormonu salgilanir ve periferal organlarda
katabolik program baglatilir. Glukagon pankreasta [ hiicreleri tarafindan salgilanir.
Glukagon hormonunun ana hedefi karacigerdir. Karacigerde glukagon insiilinin tersine
glikojen yikimini hizlandirir ve yagdan glikoz iiretimini arttirir (glikoneogenez).

Burada hedef diisen kan sekerini tekrar yiikseltmek ve Glikozla beslenen organlara

yeterli glikozu saglamaktir.

2.2. Diyabet

2.2.1. Diyabet Tarihcesi

Eski Yunanca bir kelime olan ‘Diabetes’ sifon manasina gelir ve sik idrar olusumunu
anlatmaktadir. Yunanca bir kelime olan Mellitus ise kisaca mel kelimesi bal anlamina
gelmektedir (Sodeman ve ark, 1992). Diyabetin tarih¢esi ¢ok eskilere gitmektedir.
M.O.1500 yilna ait Misir uygarliginda, Ebers papiirislerinde asirt idrar yapilan, idrar
yollariyla seker kaybettigimiz hastalik olarak nitelendirilmis, milattan 150 sene evvel ise
Kapadokya’da ilk kez ‘Diabetes’ terimi Areteus tarafindan kullanmaya baslanmigtir
(Hatemi, 1996; Robert Ratter). Milattan 6nce 9.yy’da Razi ayn1 zamanda 10-11.yy’da Ibn-i
Sina, bu hastalarin susuzluk hissiyati art1 idrarin tatli oldugundan bahsetmislerdir. John
Rollo 18.yy’da bu rahatsizlik i¢in, Yunancada Latincede ‘bal’ manasina olusturam ‘mellitus’
kelimesi kullanan ilklerdendir. 1815’te Chevreul idrardaki bulunan bu sekerin ‘Glukoz’
oldugunu soylemistir. 19.yy’da Claude-Bernard glikozun glikojen olarak karaciger
organinda depo edildiginden bahsetmistir. 1869°da Paul Langerhans pankreasta bulunan
adacik hiicreleri oldugunu agiklamistir. 1889 yilinda ise Oskar Minkowski yaptigi deneyler
ile diyabet hastaligindan sorumlusunun pankreas oldugunu ifade etmistir. 1921 yilinda
Banting- Best insiilini kesfeden bilim insanlar1 oldular. 1955 de antidiyabetik ajanlar
kullanilmaya baslamistir. Ornegin tolbutamid gibi. 1973 yilinda saflastirilmis olmakka

birlikte antikor iiretmeyen insiilin tipleri olusturulmustur. Son zamanlarda tamamen sentez
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iriinii olan insan insiilini ‘Rekombinant DNA’ teknolojisi ile iiretilmistir (Hatemi ,1996;

Watkins ve ark, 1996; Erdogan, 1993).

2.2.2. Diyabet Simiflandirilmasi

Diabetes mellitusun genel olarak tiim tipleri hiperglisemi ile karakterize olmaktadir.
Ancak hipergliseminin meydana gelmesiyle patojenetik mekanizmalarda farklilik
goriilmektedir. Diabetes mellitusun formlarindan bir tanesi insiilin azlif1 ya da insiilin
salgilanmasinda hataya neden olan genetik bir rahatsizlik olmakla birilikte baz1 durumda
insiilinde diren¢ te meydana gelmektedir. 1979 yilinda National Diabetes Data Group’ nun
yaptig1 bir calismada tani1 kriterlerini belirlemis ve bu siniflandirma kategorisi Tip | diyabet
(insiiline bagimhi = IDDM) veya tip 2 diyabet (insiiline bagimli olmayan= NIDDM)
olmastyla iki tip diyabet tanimlanmaya baslanmigtir. 1995 yilinda American Diabetes
Association siniflandirmay1 etyolojiyeye gore siniflandirmayr yapmistir ve tanisina gore
calisma grubu kurmustur. 2007 yilinda siniflandirma tekrar gézden gecirilmistir, insiiline
bagimli ve insiiline bagimli olmayan terimlerini kaldirmistir, simdi sirasiyla tip 1 ve tip 2
diyabet isimleri konmustur (C.A. Burtis ve ark). Sekil 2° de 1998 yilinda yapilmis diyabet

siniflanirilmasi ifade edilmektedir.

Tablo 2.1: Glisemi Bozukluklarinin Siniflamas
1. Tip 1 Diyabet

¢ Immiin nedenli (
° linmeyer k e 40
Nedeni bili Y gene"l I

2. Tip 2 Diyabet yasindan sonra ortaya
* Periferik insiilin direnci 6n planda cikan ve en sik
¢ Insiilin sekresyon yetmezligi 6n planda goriilen (% 90)

3. Diger tipler diyabet tiiriidur. )

* Beta hiicre fonksiyonunda genetik bozukluklar
¢ Insiilin fonksiyonunda genetik bozukluklar

* Pankreas hastaliklan

* Endokrin hastaliklan

¢ llag ve kimyasal maddeler

¢ Infeksiyonlar

4. Gebelik Diyabeti

Sekil 2. Glisemi bozukluklarmin etyolojik ve klinik agidan smiflamas1 (1998 yilinda DSO’

den modifiye edilmistir).



2.3. Diyabet Komplikasyonlar:

Prediyabetik  durumunda  kardiyovaskuler  rahatsizliklar  orta  seviyede
yiikselmektedir. Diyabet ile birlikte bu risk daha da yiikselmektedir. Diyabette ortaya ¢ikan
kronik komplikasyonlarin bu asamada ortaya ciktigi diisiiniilmektedir. Kan basinct ve
lipitlerin olmas1 gereken seviyeye disiiriilmesiye siki glisemin kontroliin saglanabilecegi
yapilan klinik ¢alismada ortaya ¢ikmustir. Diyabet siire¢ igerisinde kalp, goz, damar gibi
yapilarda degisikler meydana getirebilmektedir.

Kardiyovaskiiler Hastaliklar: Diyabet durumunda inme oram1 ve koroner arter
rahatsizliginda 2-4 kat yiikseltmektedir. Diyabetli insanlar hayatlarinin ¢oginlugu %60-75
oraninda kardiyavaskiiler rahatsizliklardan dolay1 kaybetmektedir

Diyabetik Ayak Ulserleri: Diyabetli insanlarda hem dokusal ndropati hemde ayak
tilserleri goriilmektedir. Ayn1 zamanda ayak ampiitasyonun %50 si diyabetten dolay1
olustugu bilinmektedir. Diyabetik ayak iilserleri sebebiyle hastalarin ayaklarinin kesildigi de
tahmin edilmektedir.

Diyabetik Retinopati: Diyabet korliige sebep olan hastaliklarin icinde yer almaktadir.
Buradaki komplikasyon retinada buluma damarlarin yiliksek glikoza maruz kalmasi
sonucunda olusmaktadir. Ciddi gérme kaybi orani oldugu bilinmektedir.

Diyabetik Nefropati: Diyabette bobrek yetersizligide kronik olarak meydana
gelmektedir. Diyalizde tedavi olanlarin % 50 si diyabet kokenlidir. Bunun % 10-20’si
hayatin1 kaybetmektedir.

Diyabetik Noropati: En c¢ok etkili olan diyabetik komplikosyonlarindan biridir.
Periferik ve otonom sinirlerde uzun siireli bozukluga yol agmaktadir. Noropati

diyabetlilerde %50-70 oraninda olusmaktadir. Uyusma, agr1 gibi belirtileri vardir.

2.4. Diyabetes Mellitusun Insidansi ve Epidemiyolojisi

Diabetes Mellitus hastlaliinda, tedavi siirecini saptanmasi, adinin konunmasi, erken
teshis edilmesi i¢in toplumsal saglik sorunlarin programlarini yapabilmek i¢in bu hastaligin
epidemiyolojik olarak belirlenmesi gerekmektedir (Yenigiin, 2001). Sinsi ve seviyeli sekilde
olusmakta olan diyabetin prevalanisini olusmasinda giiclilk yasatmaktadir. Nerdeyse irka
bagl olarak prevalanstaki farkliliklar goriilmektedir. Cin, Eskimolarda, Ginedeki kabile

topluklarinda % 1, Pima kizilderilerde, Naurularda ayni zamanda Avustralyanin yerli



kesimlerinde bu oran % 20-45 oraninda olabilmektedir ( King ve ark, 1993). Giinlimiizde ise
Pima yerlilerinde en fazla prevalansa sahip oldugu bilinmektedir. Alaska ve diger bolgelerde
ise daha diisiik oranda prevelansa sahiptir. Son zamanalarda Diinya saglik orgiitliniin tespit
ettigi bulgular gostermistir ki, yaklasik 100 milyon olan diyabetli hastalarinin éniimiizdeki
10-20 y1l sonrasininda bunun iki katina ulasilabilecegi beklenmektedir ( King ve Rewers,

1993; King ve ark, 1995).

2.4.1. Tip 2 Diabetes Mellitus Etyopatogenez

Beta hiicresinde olusun fizyolojik bozukluk, insiilin direcli olmasi, glikozun
olugmasindaki fazlaligin diyabet icin metabolik bozuklara yol agmaktadir (Yenigiin, 2001;
King ve Rewers, 1993). Genelde insiilin direnci yada insiilin azligi sebep olmaktadir
(Yenigtin, 2001; Foster, 1998).

Primer defekt olusturan insiilin direci ya da beta hiicresinde hasarlar yasa, obeziteye
bagl olarakta Tip 2 diyabet igin belirleyici etken olmaktadir (Groop ve ark, 1993). Insiilin
direnciyle birlikte insiilin salgilanmasindaki bozukluk genetik olarak olusup olusmadigi ve
hangisinin primer efekt sonucu olustugu bilinmemektedir. Aile hikayesini olmasina kargin
tek bir genetik {izerinde olup olmadig1 tam olarak tespit edilememistir.

Tip 2 diyabette ¢ogu form genetikle ilgilidir. Son zamanlardaki goriis primer efekt
olarak nitelendirilen bir baska goriis ise hiperinsiilinemi oldugu hipotezi insiilin direncine
bagli oldugu ortaya ¢ikmstir.

Hiperinsiilinenin glikojen sentezini bozmasi, Tip 2 diyabette insiilin direcine sebep
olabilecegi diisiiniilmiistiir (De Fronzo ve ark, 1997). Glikozdaki aglik miktar1 140 mg/dl ye
arttiginda insiilinde 2-2.5 kat artmaktadir ve 140 mg/dl’ yi astip1 zaman artik beta hiicresi
insiilin salgilayamaz hale gelmektedir. Kademeli olarak insiilin salgist azalir buna karsin
glikoz iiretimi yiikselmeye devam eder ve 250-300 m/dl’ ye ulastik¢a insiilin salgisinda

ciddi diisiisler yasanmaktadir (Yenigiin, 2001).

2.5. Pankreas Fizyolojisi

Ekzokrin ve endokrin salg1 yapan bir bez yapan pankreas, langerhans adaciklarinda

iretilip instilin, glikagon ve somatostin salgilanmasini saglamaktadir.



Ekzokrin salgi iinitesi asiniiste bulunmaktadir giinde yaklasik 1500-2000 ml salgi
gerceklestirir. Bu salgt izotonik ve alkalidir. Bir¢ok sindirim enzimlerinde bulunmaktadir.
Ekzokrin salgisinda Na ve K katyonlar1 plazmadaki degerleri ayn1 miktardadir. Anyonlar ise
Mg ve Cl olmakla birlikte salgidaki hiz artikca HCO3 miktar yiikselirken Cl miktarinda
diismeler olmaktadir. Bu salgidaki bikarbonat iyonlarinde nétralize edilmesi i¢in mideden
baslayip duedenuma kadar bosalmakta ve 6énemli bir rol oynamaktadir.

Ekzokrin salgisinda 0.3 mg/ml protein miktarim1 bazal durumlarda igermektedir.
Proenzimler ve sensimlerden meydana gelen bu protein karbonhidrat, yag ve proteinlerinde
sindirim enzimlerini olusturmaktadir. En fazla bulunan enzimlerden bir taneside tripsin
enzimidir. Gorevi proteinleri peptitlere kadar parcalanamaktir ayn1 zamanda kimotripsinin
gorevi de budur. Karboksipolipepsin enzimleri ise amioasiteleri pargalara ayrmaktadir.
Niikleik asitleri pargalayan bir diger sindirim enzimi ise niikleazlardir. Amilazda
karbonhidratlar1 parcalamakta gorevli olan birdiger sindirim enzimidir. Yaglarin

sindiriminden sorumlu olan lipaz, fosfolipaz gibi enzimlerdir.

2.5.1. Pankreatik Beta Hiicrelerinin Fizyolojisi

Langerhans adaciklarinda salgilanan pankreatik beta hiicreleri endokrin salgi yapan
hiicreleri olusturmaktadir. Pankreasin kuyruk bdlgesinde bulunan langerhans adaciklari,
pankreasin tiim agirhiginin % 1-2’ si kadarini olusturmaktadir (Wackers ve ark, 2004). Beta
hiicresi iceren adaciklar ¢ogunlukla damarlardan ve sinirlerden olusmustur. Saglikli bir
insanda normalde bir pankreas yaklasik 106 adacik bulundurmaktadir, her bir adacikta ise
yaklasik 2000 beta hiicresi bulundugu bilinmektedir (Reaven, 1998). Sekil 3’ de pankreasta

bulunan langerhans adaciklar1 ve beta hiicreleri gosterilmistir.
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Sekil 3. Beta hiicresi (Kologlu, 1996 tarafindan modifiye edilmistir).

Insan pankreasinda adacikta bulunan pankreas hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu
yaklagik % 65-80 kadar olusan hiicreler beta hiicresini kapsamaktadir. Bu hiicreler yiikselen
kan miktarindanki glukozun veya bagka gida maddesine karsilik olarak yanit olarak insiilin
salivermesinden sorumlu olmustur (Beck-Nielsen, 1992). Bu hiicreler ayn1 zamanda C-
peptin ve amilin salgilanmasinda da gorev almaktadir. C-peptinin tip 2 diyabet
komplikasyonlar1 sirasinda nefropatinin olugsmasii engelledigi i¢in biiyiik bir 6nemi vardir.
Ayni zaman pro-insiilinden ¢ikarak olgun insiiline ¢evrilmesinde yan iiriin olarak meydana
gelmektedir. C-peptin hayvan modeinde bakildiginda glamerular filtrasyonda hizini
arttirmakta ve fibrozisi diisiirmekte oldugu bulunmustur (Brissova ve ark, 2005).

Ayni zamanda (1:100,amilin/insulin) beraber salgilanmaktadir. Amilin gorevi alfa
hiicresinden  glukagonun  salgilanmasimi  engelleyerek  glukoz  metabolizmasinin
diizenlenmesini  saglamaktir. Ayrica amilin, kanda bulunan glikozun sindirimi
geciktirmektedir, gida tiketimini belirli seviyede tutar ve sindirim enzimlerini
engellemektedir (Meier ve ark, 2006).

Alfa hiicreleri dev pankreastaki adaciklarin sadece %15-20 oranin1 kapsamaktadir.
Alfa hiicreleri glukagon hormonu salgilamakta, karacigerde ve iskelet kaslarinda glikojenin
parcalanarak yikimini arttirir ve bu hormonin dolagimda yiikselmesini saglamaktadir. Bu
durumda da kandaki glikoz miktar1 artmaktadir.

Bir diger hormon olan somastosinde delta hiicrelerinde  salgisim

gerceklestirmektedir. Delta hiicreleri pankreastaki adaciklarin sadece %3-10 kadarini
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olusturmaktadir. Bunlarin disinda bulunan hiicrelerden bir kagi polipeptin salgilayan

hiicreleri, epsilon oldugu belirtilmistir (Beck-Nielsen, 1992).

2.5.2. Diyabet ve Beta Hiicre Apoptozisi

Tip 2 diyabet, insiilin direnci ve foksiyonel bozuklugu olan beta hiicreleri ile
karakterize sahip olmaktadir. Tip 2 diyabetin sebepleri arasinda insiilin direnci ile birlikte
obezite de Onemli faktorler olusturmaktadir. Son zamanda yapilan calismalara gore
hiperglisemi beta hiicrenin hasara ugramasinda ve kaybinda 6énemli bir etkiye sahiptir (Duck
worth ve ark, 1998). Son zamanlarda biyopsi 6rnekleri alinan hastalarda beta hiicresindeki
kaybin %25-30 oldugu goriiliirken, ileri derecede olan diyabetik hastalarin %65 gibi biiyiik
oranda kayip oldugu bilinmektedir. Geg¢ evrede olusan diyabetin patogenezinde beta
hiicrelerin kaybi biiylik bir etkene sahiptir. Otopsi sonuglarina bakildiginda ise bu kayiptaki
mekanizmanin apoptozis oldugu anlagilmistir. Apoptozda tam olarak hangi sinyal yolunun
aktif oldugu bilinmese de, yiiksek glikoz, toksik oligomerler, endoplazmik retikulum stresi
gibi faktdrlerin sebep olabilcegi belirtilmistir (Duck worth ve ark, 1998).

Diisiik miktarda glukoz konsantrasyonlarda kiiltiire alinan pankreas hiicrelerinde
salgilanmasinda artiglar gozlemlenmisken yiiksek dozda glikoza maruz kalmis beta
hiicrelerinde apoptoza yol agmistir. Bu durum da apoptozis proliferatif beta hiicresinde
goriilmiis ve bu da apoptozise hassasiyeti gostermistir. Yiiksek miktarda glikoza maruz beta
hiicrelerinde glukoz metabolizmasi artar boylelikle oksidatif fosforilasyonu artirmig olur.
Ayn1 zamanda mitokondride fonksiyonel olarak bozukluga sebep olarak oksijen radikallerin
yiikselmesine sebep olmaktadir. Bu hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin ylikselmesiye zay1f bir
antioksidan sistemine sahiptir.

Beta hiicrelerindeki oksijen radikallerinin artmasiyla NFkB ve JNK gibi strese
hassas olan bir ¢esit metabolik yollar aktif olmaktadir. Beta hiicre proferasyonda diisiik doz
IL-1B tarafindan aktif olurken, yiiksek dozlarda NFkB, JNK gibi strese hassas
mekanizmalarin aktif olmasina sebep olmaktadir (Beck-Nielsen, 1992). Bunu yani sira beta
hiicrelerinde JNK yolu da endoplazmik retikulum stresinde, aktif eden transkripsiyon
faktorii 3 ek olarakta B hiicresi lenfofa geni 2 apoptuzun ilerleyisinde proapoptik iiyelerin

aktif olmasiyla olugmaktadir (Chandra ve ark, 2001).
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2.5.3. insiilin ve Etkisi

Langerhans adaciklarindaki beta hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin polipeptit
yapida olan 6000 dalton molekiil agirligina sahip hormondur. Beta hiicreleri pankreasin
yaklasik %1 icermektedir ve insiilin birbiriyle iki siilfiir kopriisii ile baghdir arti iki
aminoasit zicirinden meydana gelmektedir (Kayaalp, 2000).

Insiilin, yakitlarin doular sayesinde kullanimini saglayan ve enerji dengesini devam
ettiren 6nemli hormonlardan bir tanesidir. Anabolik bir metabolik etkisi bulunmaktadir.
Triagilgliserol, glikojen ve protein sentezini uyardigi gibi bri takim membranda enzimini
aktif yada pasif edebilmektedir, mRNA’nin sentezinde ve yikiminda hizini degistirip
hiicrenin biiyiimesinde ve farklilagsmasinda etkisilidir (Kayaalp, 2000).

Insiilin iki kii¢iik polipeptid zincirinden olusan bir peptid hormonudur. A ve B
zincirleri birbirlerine kovalent disiilfit baglariyla baglidir.

Insiilinin sentezi birka¢ adimda meydana gelmektedir.

1) Nukleusta insiilini kodlamakta olan gen mRNA trankrisiyon ger¢eklestirip oradan
uzaklasr.

2) Sitoplazmaya giden mRNA graniilli endoplazmik retikuluma ugrayarak
translasyon baslatir.

3) Polipeptit sentezi i¢cin N-Terminal sinyal polipeptiti olugmasiyla baslatilir ve
graniillii endoplazmik retikulumda penetre halde membranda olur.

4) GQGraniilli endoplazmik retikulum liimeninde igeriye dogru uzanarak olusan
polipeptit zinciri, preproinsiilini meydana getirmektedir.

5) Sisternada proinsiilin olusturmak iizere sinyal peptitinden ayrilir.

6) Olusan protinsilin graniillii endoplazmik retikulamdan sonra golgi aygitina gider
ve proteazlarin etkisiyle c- peptit etkisini kaybeder sonugcta insiiline doniismektedir. Daha
sonra depo vezikiillerine dogru yoluna devam eder.

7) Insiilin ekzositozla salgilanirken c-peptit te salgilanir. Proinsiilin bir kismi
dolasima katilir dolasimdaki insiiline benzer immiin reaktifin % 20’ si kadarina denk
gelmektedir. Proiinsilin biyolojik etkinligi ise insiilinin %10’unu olusturmaktadir (Kayaalp,
2000).

Insiilin sentezinde c-peptit periferik gdsterge olmakla birlikte karaciger tarafindan
tutulmaz (Wackers ve ark, 2004). insiilin sentezinde etkili olan maddeler glikoz,
aminoasitler. glukagon, gastrointestinal hormonlari, biiylime hormonu, glikokortikoidler,

prolaktin, plesantal laktojen hormon, cinsiyet hormonlar1 ve parasempatomimetik ajanlar

12



olmaktadir. Insiilin sentezlenmesini somatostain ve epinefrin baskilamaktadir. Glikoz
metabolizmasinda insiilinin etkileri ii¢ dokuda gerceklesmektedir: karaciger, kaslar ve yag
dokusu. Glikoz olusumu engelleyen karaciger, glikoneogenez ve glikojen yikimi
baskilamaktadir. Hiicre membranlarinda bulunan glikoz alicilar1 glikoz alinmasini arttiran
kas ve yag dokusudur. Insiilin salgilanmasindan birka¢ dakika sonra, yag saliniminda
azalmalar goriilmektedir. Lipaz aktivitesini baskilayan insiilindir. Protein sentezini,
aminoasitelerin hiicrede giris ¢ikis yapmasini saglamaktadir (Kayaalp, 2000).

Karaciger, yag dokusu ve kas hiicresi gibi dokularda insiilin, hiicre zarinda olan
reseptorler yiiksekafiniteli baghdir. Bu insiilin reseptorleri tek c¢esit polipeptit olarak
sentezini gerceklestirir, glikozillenip alfa-beta subiinitlere ayrilmaktadir. Daha sonra distilfit
bagiyla tetramer olusturup bir araya gelirler. Hidrofobik kisimda yer alanlar ise beta
subunitinlerdir. Alfa subunitin ise hiicre disinda insiilin baglanma bolgesini kapsamaktadir.
Sitozolik kisimda bulunan beta siibiinitinin bir tirozin kinazdir ve insiilin ile aktif
edilmektedir. Alfa subiinitlere baglanan insiilin reseptoriiniin konum olarak degisiklere
sebep oldugu bilinmektedir. Bu degisiklikler beta subiinitine gider ve buradaki 6zgiin bir
tirozin birimin otofosforilasyonun hizlanmasina sebep olmaktadir. Ayn1 zamanda bu reseptor
tirozin kinaz insiilinin hiicre i¢erisinde baglantisin1 saglamakta bir ¢cok molekiil araci oldugu

sOylenmistir (Kayaalp, 2001).

2.5.4. insiilin Salimimin Kontrolii

1. Kanda yiikselen glukoz pankreatik 3 hiicresi tarafindan taninir.

2. Glukoz GLUT-2 transporterlar aracilig1 ile sitoplazmaya almir ve glikoliz ile
pruvata pargalanir.

3. A¢i18a ¢ikan ATP, ATP’ ye bagli potasyum kanallarin1 kapanir ve potasyum hiicre
disina ¢ikmasi durdurulur.

4. Hiicrelerin membranlarindaki zar polarizasyonu degisir ve voltaj kontrollii
Kalsiyum kanallar1 agilir ve sitoplazmada kalsiyum artas1 gézlemlenmektedir.

5. Insiilin salmimu tetikleyen kalsiyum bir haberci olarak gérev alir ve insiilin igeren
vesikiiller membrana baglanir ve exositoz yoluyla insiilin kana salir. Sekil 4’de insiilin

salinimi kontroliiniin nasil gergeklestigi gosterilmistir.
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Sekil 4. Insiilin saliniminin kontrolii ( inovaktif kimya dergisinden alinmustir).

2.5.5. Insiilin Sinyal iletimi

Insiilin benzeri bilyiime faktdrii olan sinyal yolagi hiicrelerde ¢ogalmayz,
farklilasmay1 ve apoptozu saglamaktadir.

IGF adi verilen bu sinyal yolagi bagka sinyal iletim yolaklarinda gerceklestigi gibi
liganda baglanan proteinlerden, reseptdrlerden ve ligand molkiillerinden meydana
gelmektedir.

IGF sinyalinde olusan yolakta;

¢ IGF1 ve IGF2 olmak iizere isimlendirilen ligand molekiilleri
¢ Ligand molekiillerine bagl olan proteinler (IGF-BP)
e Ligandlara bagli iki reseptor (IGF-1R ve IGF-2R) islevini yapmaktadir.

IGF1 ligand1 iki reseptore baglanti yapabilir fakat IGF2 sadece IGF-2R’ye
baglanmaktadir. Bu reseptor yani IGF-2R hiicre i¢inde tirozin kinaz bulunmadig: i¢in sinyal
iletiminde gorevi yoktur

IGF1 veya IGF2 reseptor molekiilii olan IGF-1R’ ye baglant1 olusturdugu zaman bu
reseptOriin hiicre i¢inde bulunan bir takim proteinlerin fosforilasyonu gerceklestirmektir.
Bunlar instilin reseptor substrati, IRS 1 gibi proteinlerdir. Ligandin reseptore bagli olmasiyla
aktive olan sinyal iletim yolagi, baska yolaklarinda aktive olmasimi saglamistir. Sekil 5°de

sinyal ileimi sematize edilerek ifade edilmistir. Bunun sonucunda;
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Sekil 5. Insiilin sinyal iletimi (Kahn ve Saltiel, 2001°den modifiye edilmistir).

¢ PI3K/AKT yolag aktive edilerek mTOR ve S6 kinaz molekiilleri uyarilmis olur.
e RAS ile birlikte mitojen aktiflesir ve protein kinaz (MAPK) yolag: aktive edilmis

olur.

2.6. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum, hiicre disina aktarilan salgi, sentezlenen proteinlerin,
kalsiyum depolanmasi ve membranin yapisinda bulunan proteinlerin katlanmasi-sentezini
meydana getiren membrandan olusan bir organel olmakla birlikte kalite kontrol merkezidir
(Szegezdi ve ark, 2006). Nukleus’a yakindir. Sekil 6’da Endoplazmik retikulumun elektron

mikroskobundaki fotografi gdsterilmistir.

Sekil 6. Endoplazmik retikulumun birbiri ile iligki halinde bulunan kanal ve kese sekilleri

(Albert ve ark, 2008’ dan modifiye edilmistir).
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1945’ da Porter, elektron mikroskobu ile yapmis oldugu calismada sitoplazma
dantele benzeyen bir yapiyr saptamistir. Bu aga benzeyen yapi hiicrenin ektoplazmasinda
goriilmedigi i¢in endoplazmik retikulum ismini vermistir. Ayn1 zamanda bir kofulun oldugu
zarla cevrildigi bulunmustur. Er, lizozom ve golgiden olusan bu vakuol sistemi
olusturmaktadir (Albert ve ark, 2008). ER zar1 50-60 A° kadardir. ER’nin yapisindan
kaynakli hiicrede bir¢cok gorevleri bulunmaktadir. Genelde zar proteinlerin, {i¢ boyutlu
olmasinda, proteinlerin tasinmasinda ve ekzositozlar hiicre disina atilmasinda, kalsiyumun
depolanmasinda, bir¢ok makromolekiillerin depolanmasinda rol oynamaktadir (Albert ve
ark, 2008). Sekil 7°de Endoplazmik Retikulumun {i¢ boyutlu yapis1 gosterilmistir.

ER, Graniillii ve Graniilsiiz olmak tiizere iki yapisi vardir. Graniillii ER, iizerinde bol
miktarda yer alan ribozomlardan dolay1 bu ismi almaktadir. Hiicre disina génderilecek olan
ve bazi organellerde gorev alan proteinleri sentezler. Graniilsiiz ER de yapisinda az miktarda

ribozama sahiptir. Lipit sentezi ve kalsiyum deposu olarak islev gormektedir.

Nukleus Zan

E.\'DQPLAZ..\HK
RETIKULUM 3-
BOYUTLU YAPISI

Graniilli Endoplazmik

Ty | '? \%G Retikulum
k, d raniilsiiz Endoplazmik

Retikulum

Sekil 7. ER ‘nin 3 boyutlu yapist (Randy ve ark, 1998’dan modifiye edilmistir).

2.6.1. Graniillii Endoplazmik Retikulum

Graniilli Endoplamik Retikulumda ribozomlar bulunur ve protein sentezini

gergeklestirmektedir. Sekil 8’de G.E.R fotografi gosterilmistir.
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Sekil 8. Graniillii endoplazmik retikulum. Ribozomlar yesil renkte gosterilmis olup protein
sentezini gergeklestirmektedir (Stolz ve Wolf, 2010’ dan alinarak modifiye
edilmistir).

ER’de sentezlenen proteinler bir takim degisikliklere ugramadan katlanamaz.
Bundan dolay: translasyon sonrasi degisimlerin bazilar1 (N-glikozilasyon, disiilfid olusumu
gibi) endoplazmik retikulumda gorevini yerine getirmektedir (Tu ve ark, 2000).

Endoplazmik retikulumun o6nemli gorevlerinden biri de hiicre iginde kalsiyum
deposunda yer almasidir. Hiicre i¢inde kalsiyumun yogunlugunun saglanmasinda islevi
bulunmaktadir. Gerekli durumlarda sitozole kalsiyum verilir yada geri alinir ( Hoseki ve ark
2010).

Glikozilasyon, proteinde hidrofilik 06zellik kazandirmakla birlikte sudaki
¢oziinlirliiglini arttirmaktadir (Schroder ve Kaufman, 2005). Oligosakkarit yapis1 sayesinde
protein etrafini ¢cevreleyen proteinleri engellemektedir ve saperon olarak gorev yapmaktadir.
Peptit zinciri ile etkileserek yapinin sabit olmasini saglamaktadir. Lektin mekanizmasi ile
kontrol edilen seker rezidulerin devamli olarak eklenmesini saglar ve protein katlanmasinin
takip edilmesini saglamaktadir. Bu da kalite kontrol merkezi olarak kabul edilmektedir.
(Ellgaard ve ark, 1999; Stevens ve Argon, 1999; Wormald ve Dwek, 1999).

Ca”" deposu olan endoplazmik retikulum, protein katlanmasi ve transportundaki
islevi sebebiyle aym zamanda Ca®" bagimli molekiiler saperonlara (GRP78, GRP94,
kalretikiilin) sahiptir (Schroder ve Kaufman, 2005a).

ER’de proteinlerin diizgiin katlanmasina yardimci eden molekiiler saperonlar
bulunmaktadir. Proteinlerin dogru katlanmasina yardimeci olan bu molekiiller ¢ok 1yi
kalsiyumun tamponlayict proteinlerdir, kalsiyuma ihtiyag duyulmaktadir (Buck ve ark,
2007). ER’ nin islevi protein katlanmasinda hatali olup olmadigi hatali katlama olduysa
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diizeltimesi gerektigi gibi diizeltilmezse protein yikima gonderilmesidir (Schroder ve
Kaufman, 2005b). Enfeksiyonlar, ortamin sicakligi, oksidatif stres gibi faktorlerin
proteinlerin dogru katlanmasi {lizerinde etkisi bulunmaktadir. Hiicrede ciddi zararlara yol
acan yanlis katlanan hiicrelerin birikmesi sonucunda kanser, diyabet, Alzheimer gibi
hastaliklara yol agabilmektedir (Stolz ve Wolf, 2010). ER stresi adi verilen bu durum
endoplazmik retikulumda proteinin katlanmasindaki kapasiteyi azaltmadir ve bunlar
liimende birikmis olmaktadir. Herhanhi bir yerde yanlis katlanmis proteinlerde yilikselme
olusursa sadece hiicrelerin ortamdan uzaklasmasi kalmaz ayni zamanda ciddi ek tedbirlerine
gerceklestirmektedir. Biitlin bunlar protein biyokimyasinda sadece sentezde degil ayni
zamanda sentez sonrasi siirecte de onemli oldugu vurgulanmistir (Hoseki ve ark, 2010).

Proteinlerin liimende birikimi hiicreler i¢in zararh etkiye yol agar ve hiicreye zarar verir.

2.6.2 Graniilsiiz Endoplazmik Retikulum

ER’nin bu kisminda ribozomlar olmadigr i¢in diiz endoplazmik retikulum olarak
adlandirilmigtir.  Lipidlerin ~ biiyilk  ¢ogunlugu diiz  endoplazmik  retikulumda
gerceklesmektedir. Sadece lipit sentezini gergeklestirmekle kalmayip karaciger hiicrelerinde

bazi ilaglarin zararsiz hale getirmesinde de gorev almaktadir.

Sekil 9. Graniillii endoplazmik retikulum ve ribozomlari( Stolz ve Wolf, 2010’den modifiye
edilmistir).
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Graniillii endoplazmik retikulum (kahverengi), Mitokondri (mavi). Uzerinde ¢ok

sayida ribozomlar bulunmaktadir.

2.7. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), hiicresel homeostazi koruyan ve lipid sentezi, protein
katlanmas1 ve translasyon sonras1i modifikasyonlara katilan hiicre organelidir (Kim ve ark,
2008; Hetz ve ark, 2011). Hipoksi, aglik ve pH degisikligi, kalsiyum azalmasi ve viral
enfeksiyonu gibi ¢esitli stres faktorleri ER ortamini bozmaktadir (Kim ve ark, 2008). Bu,
ER i¢inde uygun protein katlanmasini engeller ve nihayetinde ER stresine neden olan yanlig
katlanmis veya katlanmamis proteinlerin birikmesine neden olmaktadir. Hiicresel dengeyi
yeniden saglamak i¢in ER'yi cekirdege baglayan hiicresel bir homeostaz yanitt olan
“katlanmamig protein yanitin1” (UPR) da aktive etmektedir (Zhang ve ark 2006; Ron ve
Walter, 2007) ER-iliskili bozulma ( ERAD) onarmak icin, EPD salgi giremez katlanmamis
veya yanlis katlanmis proteinlerle, apoptozunu ya da par¢alanmasini aktive edebilir (Xu ve
Reed, 2008). Kanser hiicreleri ve viriislerin, ER stres kaynakli apoptoziyi kontrol etmek igin
agresif bir gekilde biiylimelerine izin veren kendi adaptif mekanizmalar1 vardir. Sekil 10°da

ER stres etkileri gosterilmistir. Sekil 11°de ER stres simiilasyonu gdsterilmistir.

Viral

Hipoksi Besin achg Tumér Dusiik pH enfeksiyon

\ER stresi

Yasamsal

ERAD indiiksiyonu
Protein kurtarma
ER saperonlari ile indiiksiyon

Apoptoz
CHOP
JNK aktivasyonu
Kaspaz
aktivasyonu

Sekil 10. ER stres etkileri (Xu ve Reed, 2008’den modifiye edilmistir).
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ER stres sebepleri: Metabolit bozukluk, hipoksi, kanser veya viral enfeksiyon gibi
hiicresel stres, ER'de yanlig katlanmis bir protein yiikiiniin artmasina neden olur ve bdylece
stres yanitini tetikler ya ER ile iliskili protein yikim ile birlestirilmis genler aktive olur ya
da proteine doniismesi engellenir ve hiicre Oliir.

Redoks ve kalsiyum dengesizliklerinde diizensizlik, salgi proteinlerinde sentez atisi,
yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, ylikselen glikolizasyon gibi stres faktorleri
katlanmasimn1 tamamlayamamis ya da hatali proteinlerin ER‘da birikmesinde sebep
olmaktadir ve sikintili bir siirectir. ER’da sinyal yolaklarin1 aktif eden artmis yanlis
proteinlerin, transkripsiyon ve translasyonel olarak aktiflesmesine sebep olmaktadir. Bu
degisim yanlis yada katlanamamis proteinlere karst bir cevap olusturmaktadir
(Unfoldprotein response; UPR) (Yoneda ve ark, 2001; Maedler K, 2008). 1990’ larin
basinda Saccharomyces cerevisiae ile yapilan c¢aligmalarda UPR’nin gerg¢eklesmesinde
protein mekanizmasinin nasil oldugu aciklanmistir. Hiicrenin hayatta kalmasinda ve UPR
sinyalinde etkili olan protein kinaz/ endoriboniikleaz (Irelp/Ernlp) proteini ER membran
tizerinde tanmimlanmistir ve UPR sinyali baglatabilecegi ortadadir (Prentki ve Nolan,2006;
Robertson ve ark, 2006). Daha sonraki ¢aligmalar gdstermistir ki bu sinyal yollarinin tim
Okaryotlarda korunmus oldugu belirtilmis, bununla birlikte UPR nin ¢aligma mekanizmasi
diger proteinlerle tanimlanmaya ¢alisilmistr.

Metabolik isleyiste fizyolojik diizenlenmenin pankreatik beta hiicrelerinde ER stres
olduk¢a biliylik bir Oneme sahiptir. Bununla birlikte, ER stresinin ortaya c¢ikmasi,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina yol agabilir, bunun sonucunda Ca®" gibi hiicre igi
iyon seviyelerinde anormal degisiklikler meydana gelmektedir (Kong ve ark 2017). Bu
faktorler, PERK, ATF-6 ve IREI gibi alt-proteinlerin aktivasyonunu uyarmaktadir (Hetz ve
Papa, 2018). ER'nin protein katlama kapasitesi asir1 oldugunda, bu molekiillerin koruyucu
etkileri hiicresel hasara, hatta apoptoza yol agabilmektedir (Chakrabarti ve ark, 2011). Beta
hiicrelerinde IREla’nin aktive edilmesi, PERK’un baskilanmasi, yiiksek glikozlarda
proinsiilin sentezi i¢in bir geg¢is slirecini olusturmaktadir. Eger bu gecis siireci uzun siirerse
hiicrelerde fonksiyonel bozukluk yada apoptoz meydana gelmektedir. Ayrica glikoz
uygulamasinda beta hiicrelerinde IRE1’nin endoniikleaz aktivitesini uyarir ve protiinsilin
parcalanmis olmaktadir (Scheuner ve ark, 2003).

Glikoz uygulmasi ayn1 zamanda pankreas beta hiicrelerinde JNK’nin aktif olmasina
sebep oldugu gosterilmistir (Liu ve ark, 2003). Beta hiicrelerinde hipergilisemik ortamin
varliginda PERK aktivasyonuna olarak CHOP ve ATF3 diizeylerini artis oldugu
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gozlemlenmistir. Ek olarak tip 2 diyabetlilerde alinan 6rneklerde histopatolojik ¢aligmalar

ayni belirteglerinde artis oldugu belirlenmistir.

Stimulan ER fonksiyon bozuklugu/Stres
Tapsigargin ER' da kalsiyumn eksikligi
Tunikamisin Gilikozilasyonda degisim
Besin eksikligi ATP' nin azalmasi

DTT, homosistein, ROS Reduktif/Oksidatif stres
Kimyasal/patojenler ?

Artmis protein sentezi Protein katlanma kapasitesinde

artis/Hatal ptotein katlanmasi

Endoplazmik retikulum

UPR

-+ Dogru katlanmis proteinler S Hatall katlanmis protein

Sekil 11. Endoplazmik stresi uyaranlar ve endoplazmik retikulumdaki etkisi (RE ve ark,

2004’den modifiye edilmistir).

2.7.1. PKR

Protein kinaz R (PKR), insanlarda EIF2AK2 geni tarafindan kodlanan bir serin-
treonin kinazdir (uzunlugu en fazla 551 amino asittir. Hiicrede ana rol oynayan kromozom
2'e olusmaktadir (Feng ve ark, 1992). mRNA’ya doniisiimii, transkripsiyonel kontrol,
apoptozisin diizenlenmesi ve proliferasyon olarak etkili olmaktadir (Garcia ve ark, 2007).
Bu baskin rolii, PKR’daki bozuklugunun kanser, ndrodejenerasyon, enflamasyon ve
metabolik bozukluklara yol agtig1 bilinmektedir (Segev ve ark, 2016 ; Garcia-Ortega ve ark,
2017). Omurgal1 hiicrelerinde yapici ve her yerde bulunan bu kinaz bitkilerde, mantarlarda,
protistlerde veya omurgasizlarda bulunmaz (Taniuchi ve ark, 2016). PKR ilk olarak 1990
yilinda Pasteur Enstitlisiinde klonlanmistir (Meurs ve ark, 1990 ; Watanabe ve ark, 2018) ve
ayrica Protein kinaz RNA-aktifli olarak bilinir; ve interferon ile harekete gecen, ¢ift sarmalli
RNA-domini kinazdir (Hugon ve ark, 2009). Sekil 12° de PKR’1 etki edenler ve sonuglari

Ozet olarak verilmistir.
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Sekil 12. PKR 6zeti (Segev ve ark, 2013, 2015; Stern ve ark, 2013’dan modifiye edilmistir).

Savunma mekanizmalarinda farkli bir denge vardir. Ozelliklerde farklilik gdsteren
yeni PKR inhibitérlerinin gelistirilmesi (6rnegin, afinite, tersinirlik), farkl kanser tiirlerinin,
beyin hastaliklarinin, enflamatuar ve metabolik hastaliklarin tedavisi i¢in avantajl
olabilmektedir.

PKR'nin yapisal bilesimi, 23 amino asit birlesttiren ile kesen ve ardindan esnek bir
baglayiciyla baglanan korunmus bir ¢ift sarmalli RNA baglanma motifinin (dssSRBMI1 ve
dsRBM2) iki tandem tekrarindan olusan bir N-terminalli ¢ift sarmalli RNA baglanma
bolgesinden olugmaktadir. Bir C-terminal kinaz alani1 bulunmaktadir (Meurs ve ark, 1990).
Her iki dsRBM, ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) ile yiiksek afinite etkilesimi i¢in gereklidir
(McKenna ve ark, 2006). Dimerizasyonunun gergeklestigi PKR'nin katalitik domeni, (-
tabaka N-terminal lob ile a-helisel C-terminal lob arasinda olusturulan tipik bir protein
kinaza sahiptir (Dzananovic, 2018).). Bununla birlikte, katalitik alan yapisi diger protein
kinazlara benzer olsa da, PKR'nin en iyi karakterize edici substrati olan dkaryotik baslangic
faktorii 2o ( elF2a) ile etkilesimi, bulunan PKR' 6zgii kinaz domeninin C-terminal lobunun
yiizeyinde olan 6zel bir sarmal1 gerektirmektedir (Dar ve ark, 2005).

PKR promotoriindeki en 1iyi tarif edilen transkripsiyonel motif, IFN ile uyarilmis bir
cevap elementi (ISRE) olmasina ragmen, bunun tip I IFN'ye cevap olarak transkripsiyonuna

izin verirken ( Kuhen ve Samuel, 1997 ), bircok transkripsiyon faktorii baglayici1 olarak
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tanimlanmistir.  EIF2AK2 geninin promotdr bolgesi (0rnegin, CHIP-Seq analizleri
tarafindan ENCODE projesi kapsaminda belirlenen 92 farkli faktordiir ( Rouillard ve ark,
2016).Bunlar, PKR kavramini interferon ile uyarilmig bir gen (ISG) olarak desteklerken,
aynt zamanda farkli transkripsiyon repertuarlarinin aktivasyonunu iceren hiicresel
programlarda PKR ekspresyonunun modiile edilmesine izin verir. PKR'nin aktivasyonu,
biyokimyasal ve genetik analizlere dayanan en dnemlisi homodimerizasyonu olan bir dizi
konformasyonel degisiklikle sonuglanmaktadir (Dey ve ark, 2005). Homodimerizasyonunun
bir sonucu olarak PKR; Ser242, Thr255, Thr258, Ser83, Thr88, Thr89, Thr90, Thr446 ve
Thr451 dahil olmak iizere ¢oklu serin ve treonin bolgelerinde otofosforile edilmektedir
(Taylor ve ark, 2001). Son ikisi, yani Thr 446 ve Thr 451 bolgeleri, PKR aktivasyonu
sirasinda siirekli fosforile edilir, bu, homodimerizasyonunun daha da stabilize edilmesi ve
artan katalitik aktivitesi ile sonug¢lanmaktadir (Hugon ve ark, 2009; Watanabe ve ark, 2018 ).

Protein kinaz R, hiicresel stres sinyallerinin tespiti ve bunlara tepkisi i¢cin merkezi bir
merkez gorevi goriir ve bu nedenle farkli stres-yanit yolaklariyla diizenlenmesi beklenir. Bu
goriise uygun olarak, PKR'nin kanonik aktivatori, ¢ift sarmalli RNA'dir (RNA viriislerinin
cogaltma isleminin zorunlu bir o6zelligidir), PKR'yi hiicre fonksiyonu modiilatér
yeteneklerine sahip bir Oriintii tanima reseptorii olarak verir. PKR'nin anti-viral tepkilere
aracilik etmedeki merkezi rolii, karsilastifi ve miicadele ettigi patojenlere karsi yanit
gostergesi olan kodlama sekansi tarafindan sergilenen yiiksek derecede pozitif se¢im ile de
kanitlanmaktadir (Elde ve ark, 2009 ; Rothenburg ve ark, 2009 ; Carpentier ve ark, 2016).
Bununla birlikte PKR, 6rnegin 1s1 sok proteinleri, biiyiime faktorleri (6rnegin PDGF) ve
heparin gibi diger faktorlerle de aktiflestirilebilmektedir (Li ve ark, 2006). PKR ayrica viral
olmayan patojenler (benzeri reseptdr 4 yolunu aktive eden bakteriyel lipopolisakarit,
beslenme veya enerji fazlaligi, sitokinler (6rnegin, TNF-a, IL-1, IFN-y) dahil olmak iizere
sayisiz cevap olarak aktive edilmektedir. Kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri, muhtemelen
katlanmamis proteinleri (biliylik miktarda DNA hasar1 varlifinda), mekanik stres ve
endoplazmik retikulum stres yaratmadan, 1sinlama kaynaklanan, Ornegin, tunikamisin,
arsenit, tapsigargin PKR aktivator proteini aktif hale getirmektedir (farelerde RAX)(Gil ve
Esteban 2000; Garcia ve ark, 2007 ; Hugon ve ark, 2017 ; Watanabe ve ark, 2018).

Sekil 13 ve Sekil 14 PKR yollarint 6zetlemektedir Etkilesim ortaklar1 ve PKR'min

substratlar sunmaktadir.
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Sekil 13. PKR etkisi ve tepkisi (Gil ve Esteban 2000; Garcia ve ark, 2007; Hugon ve ark,
2017 ; Watanabe ve ark, 2018’den modifiye edilmistir).
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Sekil 14. PKR etkilesimleri. 1 ve II, dsRNA baglanma alanlaridir. Kirmizi daireler
fosforilasyon kalintilarin1 temsil etmektedir (Gil ve Esteban 2000; Garcia ve ark,

2007; Hugon ve ark, 2017; Watanabe ve ark, 2018’den modifiye edilmistir).
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PKR, elF2a yolu yoluyla protein sentezini diizenleyen dort kinazdan biridir. Bu
kinazlar, PKR disinda, ( PKR) benzeri endoplazmik retikulum kinazi (PERK); genel
kontrol, basingsiz 2 kinaz ( GCN2) ve hem diizenlenmis elF2a kinaz (HRI) 'dir. Dort kinazin
tiimili, protein sentezinin hiz simirlayici asamasi olan mRNA translasyonunun baslangic
fazinin ana regiilatorii olan o alt {initesinde ( elF2a) Okaryotik baslangi¢c faktorii 2'nin
fosforilasyonunu diizenlenmektedir. EIF2a'nin Ser 51 {izerinde dort kinazin herhangi biri
tarafindan fosforilasyonu, inhibe edilmesine ve bunun sonucunda, antiviral faktorler i¢in
kodlayan ve / veya entegre stresin tepkimesine neden olan mRNA'larin ¢evrilmesine eslik
eden, tam protein blokajina kadar genel protein sentezinin gegici olarak baskilanmasina
neden olmaktadir (Hoang ve ark, 2018). Protein sentezinin bu sekilde blokaji, viral
replikasyonun azalmasi veya onlenmesi ile sonuglanir ve apoptosis ile sonuglanabilmektedir
(Garcia ve ark, 2007). PKR ayrica, FADD / kaspaz-8 / kaspaz-3 ve kaspaz-9 APAF
yollariin aktive edilmesiyle, elF2a fosforilasyonundan bagimsiz olarak apoptozu
indiikleyebilmektedir (Gil ve ark, 2002 ; von Roretz ve Gallouzi, 2010).

Her iki PKR'ye bagli apoptoz stratejisi, protein sentezi blokaji olsun olmasin, anti-
viral tepkiler olarak hizmet etmektedir. Sonu¢ olarak, birgok virlis PKR yolaginin
bilesenlerini inhibe ederek bir anti-viral durumun kurulmasini Onleyen mekanizmalar
gelistirmistir. Bu mekanizmalar, PKR'nin dogrudan baglanmasini 06nleyen (bdylece
otofosforilasyonu dnleyen; 6rnegin, Hepatit C viriisii, Herpes simplex 1 ve Kaposi sarkomu
vIRF-2), alt hiicre lokalizasyonunu degistiren (6rn., Insan ve Murin Sitomegaloviriis), onu
bozulmaya ( 6rnegin, Rift vadisi ates viriisii) yonlendirmek veya aktivitesini diizenlemektir.
PKR aktivitesinin diizenlenmesi, PKR RNA baglama alanlarin1 dsRNA sekestrasyonuyla
bozan proteinlerin ekspresyonu, (6rn., Vaccinia virlisii,Dzananovic ve arkadaglari, 2018 )
olabilmektedir. Spesifik olarak, adenoviriis ve Epstein-Barr viriisii, dSRNA'lar1, dsSRBM'leri
ve PKR otofosforilasyonunu inhibe eden yapisini baglamak i¢in gerekli yapisal elemanlarla
transkripsiyonu gerceklestirmektedir (McKenna ve ark, 2006; Wahid ve ark, 2009;
Dzananovic ve ark, 2014).

PKR, oncelikle viral kaynakli algilama yetenegine ek olarak, endojen RNA'ya cevap
olarak PKR de aktive edilir. Bunlarin ¢ogu kodlayici olmayan RNA'lar ve/veya
microRNA'lar (miRNA'lar) gibi diizenleyici RNA'lardir. Ornegin, kodlamayan nc886
miRNA, dogrudan onunla etkilesime girerek PKR'nin bir bastiricisi olarak islev goriir (Lee
ve ark, 2011) ve ekspresyonu bazi malignitelerde artmis ancak digerlerinde azalmistir (Lee

ve ark, 2016). Buna gore, bastirilmas1 veya epigenetik susturmasi, apoptozun indiiklenmesi
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ve belirli kanser modellerinde onkogenlerin ekspresyonunun artmast ile sonuglanir ( Lee ve
ark, 2014; Hu ve ark, 2017) ve diger kanser modellerinde in vitro olarak koruyucu bir etki
yapmaktadir ( Lee ve ark, 2016). Ek olarak, serebellar graniiler néronlarin gelistirilmesinde
miR-29b'nin asir1 ekspresyonu, SP1 / RAX / PKR kaskadiyla apoptoza neden olan etanol
norotoksisitesine karst koruma saglamaktadir (Qi ve ark, 2014). Baska bir oOrnek,
keratinositlerde asir1 ekspresyonu, PKR'nin ekspresyonunun artmasiyla sonuglanan ve
bunun sonucunda hiicre viyabilitesinin azalmasi, apoptoz seviyelerinin artmasi ve
ultraviyolede inflamatuar faktorlerin ekspresyonunun artmasiyla sonuglanan uzun kodlayici
olmayan RNA HOX antisens intergenik RNA'dir (HOTAIR). B (UVB) ile islenmis
hiicrelerdir (Liu ve Zhang, 2018). Ayrica, yeni bir ¢alisma, PKR'nin retrotranspozonlar,
uydu RNA'lar ve mitokondriyal RNA'lar (mitokondriyal genomun ¢ift yonli
transkripsiyonuyla intermolekiiler dsRNA'lar olusturabilen) gibi diger kodlayici olmayan
RNA'lar1 bagladigini gostermistir. Aslinda, formaldehit aracili ¢apraz baglanma ve immiino-
cokeltme dizilimi kullanilarak yapilan, PKR'yi baglayan molekiiller i¢in mitokondriyal
RNA, PKR'yi baglayan endojen molekiillerin ¢ogunlugunu olusturmustur (Kim ve ark,
2018). Ek olarak, PKR'nin, hiicre dongiisiiniin bu evresinde elF2a'nin fosforilasyonuna yol
acan, mitozda niikleer membranin bozulmasi {izerine, ters Alu tekrarlar1 (IRAlus) tarafindan

olusturulan dsRNA'lar1 baglamasi 6nerilmistir (Kim ve ark, 2014)

2.7.2. Metabolizmada PKR'nin Roli

Kanitlar, PKR'nin metabolik stres, obezite, diyabet ve iltihap olusturdugunu
gostermektedir, bu literatiirde tartismalidir. Goriliniise gore PKR viicutta metabolizmaya
katilmaktadir ve elF2a'nin fosforilasyonunun artmasi obezite ve diyabetle iligkili insiilin
direncini ifade etmektedir (Nakamura ve ark, 2010, 2014; Carvalho-Filho ve ark, 2012 ).
Ayrica, PKR, pankreas B-hiicresi proliferasyonunu inhibe etmektedir (Song ve ark, 2015),
insiilin tedavisi tirozin tizerinde PKR fosforilasyonunu arttirirken, treonin tizerinde poli I: C
kaynakli PKR fosforilasyonunu inhibe etmektedir (Swetha ve Ramaiah, 2015). Yiiksek
glukoz ,PKR’1n aktivasyonu ile insiilin sinyalini bozmaktadir (Udumula ve ark, 2017 ).PKR
aktivasyonu periferik dokularda insiilin direncini harekete gecirmektedir (Nakamura ve ark,
2010, 2014; Carvalho-Filho ve ark, 2012 ; Carvalho ve ark, 2013). Yakin zamanda yapilan
bir caligmada, PKR'nin metabolik stres kosullar1 altinda TAR RNA baglayic1 proteinle
(TRBP) etkilesime girdigi ve TRBPin fosforilasyonunun PKR'nin aktiflesmesine yol agtig1
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ve dolayistyla JNK aktivasyonuna yol actigi gosterilmistir. Obez farelerde TRBP'nin asir1
ekspresyonu, glukoz metabolizmasiyla sonuglanirken, karacigerde TRBP fosforilasyonunun
inhibe edilmesi, artan insiilin direnci ve glukoz metabolizmasinin yani sira azaltilmig
inflamasyon dahil olmak iizere faydali etkilere sahiptir (Nakamura ve ark, 2015).

PKR KO farelerinin yiiksek yaglh diyetle (HFD) beslendikleri bagka bir ¢alismada,
insiilin seviyeleri kontrol diyetinden beslenen PKR KO farelerine veya her iki diyetten
beslenen WT farelerine kiyasla belirgin sekilde daha yiiksekti. Bununla birlikte, HFD ile
beslenen WT ve PKR KO fareleri arasinda, viicut agirlign veya glukoz seviyeleri gibi
Ol¢iilen diger parametrelerde HFD ile beslenen PKR KO farelerinde bu parametrelerle ilgili
Oonemli bir fark goriilmemistir (Taga ve ark, 2018; Lancaster ve ark, 2016). Bununla birlikte,
Lancaster ve meslektaglari, PKR'nin T lenfosit aliminda bir rolii oldugunu ve PKR KO
farelerinin, iltihaptan koruduklar diisiiniilen yag dokusu i¢inde daha az T hiicresine sahip
oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, durum bdyle degil ve yazarlar PKR'nin genetik
olarak silinmesinin bu fareleri doymus yag asidi kaynakli iltihaplanma veya iltihaplanma
aktivasyonuna kars1 korumadigini gosterdi. Ayrica, yukarida sunulan ¢aligmalarin aksine,
PKR'yi arttirmak i¢in poli I: C enjeksiyonu, bozulmus glukoz tolerans: ile sonu¢lanmamaistir
(Lancaster ve ark, 2016 ).

Bu celiskili bulgular, kullanilan farkli transgenik fare modelleri ile agiklanabilir.
Yaygin olarak kullanilan PKR KO fare modelleri, PKR'nin N terminalinde veya C
terminalinde bir silinmeye sahiptir ve bu modellerden tiiretilen hiicrelerin , kismi islevselligi
koruyan kesilmis PKR formlarin1 ifade ettigi gosterilmistir (Baltzis ve ark, 2002).
Calismalar, farkli fonksiyonlar icin farkli PKR bolgelerinin gerekli oldugunu goéstermistir.
Aslinda, katalitik alan, mRNA translasyon regiilasyonunun baskilanmas1 ve asir1 besin ve
enerji tilketimine cevap olarak iltihabin indiiklenmesi i¢in gerekli olmaktadir (Garcia-Ortega
ve ark, 2017). dsRNA baglanma alani, PKR'nin snoRNA tarafindan metabolik stres kosullar
altinda aktiflestirilmesi i¢in gerekli olmaktadir (Youssef ve ark, 2015); ve PKR'nin protein
baglanma alani (ancak dsRNA baglanma alani degil), 6rnegin bir adaptdr proteini olarak,
diger fonksiyonlar igin gereklidir. Ornegin, saglam protein baglanmasina sahip katalitik
olarak aktif olmayan bir PKR'nin, TRAF2 / RIP1 / NF-B / c-Myc yolaklar1 yoluyla B-hiicre
proliferasyonunu arttirdigr gosterilmistir (Gao ve ark, 2015). Bununla birlikte, bu bulgu
Song ve ark. (2015) , burada PKR'nin P53'iin sumilasyona bagli stabilizasyonu yoluyla B-
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.

Not olarak, PKR inhibitorleri dahil ¢ogu kinaz inhibitdr bilesigi, sadece katalitik
domeni hedefler (Garcia-Ortega ve ark, 2017)
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2.8. UPR Sinyal Yolaklar:

UPR icinde cesitli stres faktorlerinin uyarilmasi altinda aktif hale getirilen ilk yol
PERK aracili yoldur. ER limeninin i¢ ve dis yiizeyi arasindaki basing farkindaki
degisiklikler, elF2a'nin fosforilasyonuna neden olarak etkisizlesmesine yol agmaktadir
(Suragani ve ark, 2006). Bdylece, protein transkripsiyonunun baslatilmasi sonlandirilir ve
PERK, sentezlenen proteinlerin miktarin1 azaltarak ER'de yanlis katlanmig proteinlerin
birikimini azaltilmaktadir (Scheuner ve ark, 2005). Erken ER stresinde, bu tiir PERK ile
indiiklenen elF2a fosforilasyonu ER basincini gegici olarak hafifletebilir. Bununla birlikte,
bu islem, Ca®" daki degisiklikler gibi konsantrasyon veya hipoglisemide ters uyaranlara
kronik maruz kalma altinda yeterli olmayabilir. ER stresi hiicresel apoptoza dogru
ilerlemeye neden olmaktadir, boylece Ozellikle anahtar pro-apoptotik protein C / EBP
homolog protein-10'u (CHOP) aktive eden ATF4 proteinini aktive etmektedir (Rozpedek ve
ark, 2016). Sayisiz arastirma CHOP'un, elF2a fosforilasyonuna neden olan DNA'ya zarar
veren gen 34'Uin (GADD34) aktivasyonunu destekleyecegini, dolayisiyla transkripsiyon
islemini zayiflatmak icin pozitif bir geri besleme dongiisii olusturdugunu gostermistir. Ek
olarak, arttirllmis CHOP ifadesi, pro-apoptotik BH3 alanini (6rnegin; Bim) igeren
proteinlerin yukar1 regiilasyonunu ve anti-apoptotik proteinlerin (6rnegin; Bcl-2) asagi
regiilasyonunu destekleyebilmektedir (Rozpedek ve ark, 2016). Ayrica, yiikksek CHOP
ekspresyonunun diabetes mellitus, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 ve tiimorijenezi
ile iliskisine igaret ettigini gosteren genis kanitlar bulunmaktadir (Luoma, 2013; Thevenot

ve ark, 2014; Rozpedek ve ark, 2016).

2.8.1. Endoplazmik Retikulum Stres Yollar:

Hiicre ici Ca®" konsantrasyon veya beslenme yetersizligi, enfeksiyon, pH dengesizlik
ve ¢esitli faktorler tarafindan indiiklenen hiicre hipoksi kosullari altinda, hiicrelerin normal
protein katlama islemi sinyalleme olay zincirlerini tetikleyerek UPR olusturur ki bu rahatsiz
ile iligkili hasara kars1 hiicresel direnci arttirmak icin transdiiserler (Hetz ve ark, 2013).
Memelilerde, UPR esas olarak {ic asagi akis yolu yoluyla pozitif diizenleyici etkilerini
uygular: PERK / CHOP / ATF4 yolu, ATF6 yolu ve IRE1 / XBP1 yolu. Bu yollarin yani1 sira

(Brewer, 2014) , yeni c¢alismalar da fazladan proteinleri barindirmak i¢in isleme ve katlama
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sirasinda proteinlerin otofajisi gereken fazladan proteinleri barindirmak igin isleme ve
katlama EPD ER liimenin boslugu artirabilirligi aracilifiyla koruyucu etkileri ortaya
koymustur (Chua ve Tang, 2013). Bu islem tarafindan iiretilen uyarici faktorler, protein
katlama kapasitesinin gii¢lendirilmesine yardimci olacak, 1s1 soku proteinlerinin olusumuna
neden olabilmektedir. ER'nin kendisi de ER ile iliskili degradasyon yoluyla yanlis katlanmig
proteinleri taniyabilir ve ubiquitin-proteasome sistemi araciligiyla tam bozulmasini
saglayabilmektedir (Vembar ve Brodsky, 2008). Coklu yollarin dengeli koordinasyonu,
hiicre i¢i ortamin dengesinin yeniden saglanmasina yardimci olabilir. Bununla birlikte, ER
stresi aynt zamanda ER'nin kendi diizenleyici mekanizmalarinin bu fonksiyonlarina
miidahale edebilir ve bdylece hiicreyi yavas yavas apoptoza dogru indiikleyebilmektedir. Bu
nedenle, ER stresi viicuda iki ucu keskin bir kilict temsil eder ve farkli zamanlarda zit

etkileri olabilmektedir. Sekil 15°de UPR yolaklar1 sematize edilmistir.
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Sekil 15. UPR yolaklar1 (Rutkowski ve Kaufman, 2004’ten modifiye edilmistir).

PKR benzeri ER kinaz ( PERK) yolagi, ATF ve IRE 1 aktif olduktan sonra hiicre
icinde cesitli aktiflere sebep olmaktadir.
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2.8.2. IRE1 Sinyal Yolu

Tip | transmembran proteini olan IRE 1, serin treonin kinaz dominine sahip ayni
zamanda endoniileaz domainine sahip c¢ift aktif olabilen bir enzimdir. iki tip izoform
bulunmaktadir: o ve (. Her yerden ifade edilen a, epitelyal hiicreleri ifade eden ise [
olusturmaktadir (Szegezdi ve ark, 2006). IREl yolu, ATF6 yolundan sonra
etkinlestirilmektedir (Yoshida ve ark, 2003) ve ER stresinin son bilesenini olusturur. IREla,
ER stres kosullarinin duyarhiligini diizenlemeye katilir. IRE1'in iki alt tipi arasinda, IREla
dokularin ¢ogunda ifade edilirken, IRE1p sadece bagirsak ve solunum yollarinda segici
olarak eksprese edilir. Aktive edilmis IREla, dis hasara karsi eklem direnci igin ¢esitli
immiinoglobiilinlerin {iretimini destekleyen niikleer transkripsiyon faktdrii X-box baglayict
protein 1 (XBP1) ile hizla baglanabilir. XBP1, ER proteinlerinin katlanmasi ve hiicre i¢i
tasinmasina, fosfolipidlerin biyosentezi ve ER zarinin genigslemesine katilarak hiicre
transkripsiyonu siirecinde vazge¢ilmezdir. XBP1'in iki alt birimi vardir: sinerjik etkileri olan
XBP1u ve XBP1'ler. ER stresi sirasinda XBP1'ler, BiP / GRP78, ERdj4 ve GRPS5 gibi birkag
onemli ER saperonunu diizenemektedir (Lee ve ark, 2003). Bununla birlikte, uzun siireli ER
stres sirasinda IRE1 artik koruyucu alt proteini XBP1 aktive eder ancak, bunun yerine bir
fosforilasyonlar bir dizi tetikler ile tiimor nekroz faktorii alicis1 (TNFR) ile iliskilendirilen
faktorii-2 (TRAF2) ve apoptoz sinyali diizenleyici kinaz 1 (ASK1) olmaktadir (Nishitoh ve
ark, 2002). Sonugta, c-Jun N-terminal kinazin (JNK) yolunun aktivasyonuna neden
olmaktadir (Zhang ve ark, 2001). Bu, c-Jun ve mitojenle aktive olan protein kinazin CHOP
tiretimini desteklemesine neden olur ve Bcl-2 proteinlerinin fosforilasyonuna yol acar ve
sonugta hiicresel hasara yol acan BCL2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinin (6rn. Bax ve Bak)

aktivasyonunu tesvik etmektedir veya hatta apoptosise gitmektedir (Galehdar ve ark, 2010).

2.8.3. ATF6 Sinyal Yolu

ER’de luminal domain igeren sitozolik domainli bir tip II transmembran proteini
olan ATF6, bZIP, TAD ve BiP’e baglanmaktadir. Normal bir durumda Grp78 ise hiicrenin
ER menranindan inaktif olarak yer almaktadir. Grp78 ER strese girdigi zaman liimende
katlanmaya yardimci olabilmesi amaciyla ayrilmaktadir. Ayrildiktan sonra ATF6 golgiye
gider ve orada site 1-site 2’nin proteazlar araciyla kesilir boylelikle aktif hale gelmis

olmaktadir. Aktive olan ATF6 niikleusa taginip hedef genlerin aktiflesmesini saglamaktadir.
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Hedef genlerde GRP78, GRP94, CHOP, XBP1, protein disiilfid izomeraz, Herp ve
kalretikulin yer almaktadir (Szegezdi ve ark, 2006; Hussain ve ark, 2007). ER stresinin
baslangicindan sonra aktif olan ikinci yol ATF6 yoludur (Yoshida ve ark, 2003; Van ve
Braakman, 2005). ATF6, baslica fonksiyonlari lipit biyosentezini diizenleyen ve kaba
ER'nin dilatasyonunu tesvik eden ATF6a ve ATF6B olmak iizere iki alt birimden
olugmaktadir (Thuerauf ve ark, 2007). Ayrica, ATF6f, ATF6a'nin sentezini diizenleyebilir ve
ATF6 iiretiminin genel dengesini koruyabilmektedir. ER stres baslangici sirasinda, ATF6
hiicrelerinde yanlis katlanmis proteinlerle temizlenmesi yoluyla direkt Golgi Aygitina gegisi
olabilmektedir. Aktif N-ATF6a fragmanlari, membran proteinlerinin hidrolizini diizenleyen
ve Ornegin ER stres saperonlart GRP78 ve GRP94'liin aktivasyonunu indiikleyerek ER
saperonlarini aktive eden sitoplazmik ATF6a'nin N-terminalinden iiretilmektedir. Ek olarak,
GRP78 transkripsiyonel aktivitesi, ER stresinin baglangicinda, ER'den yanlis katlanmis
proteinlerin translokasyonunu kolaylastiran ve hiicresel stres altinda protein sentezini
koruyan, on katina kadar 6nemli dl¢lide artmaktadir. Bu, protein katlama kapasitesini artirir
ve hiicresel yapilar1 hasardan korumaktadir. Benzer sekilde, bu yolun kendi kendini
diizenleyen mekanizmalari yetersiz oldugunda, ATF6 sentezi azalir ve uzun vadeli ER stresi

daha sonra apoptoza yol agan CHOP'yi aktive etmektedir.

2.8.4. PERK Sinyal Yolag:

PERK, elF2a’ yi fosforilleyerek translasyonu azaltan kinaz aktiveli sitozolik
domainli tip 1 transmebran proteinidir (Rosheva ve ark, 2009) . Hatali proteinlerin
birikimmesi sonucu PERK yolu araci UPR yamit genlere upregulasyona baglantili
olmaktadir (Colgan ve ark, 2011). IRE-1’e yap1 olarak benzer 6zelligi bulunmaktadir sadece
endoriboniikleaz aktiflgi yoktur.

ER stresi ile karsilastiktan sonra GRP78 ile liimene katlanmak i¢in goénderilir
ardindan sitozolik domaninde trans otofosforilenmesi ve dimerizasyon lizerinde PERK
aktive edilmeye baslamaktadir. PERK aktif olduktan sonra elF2a’nin 51. Durumunda
bulunan serini fosforlamaktadir. Fosforlanan elF2a'nin translasyonu hiicrede durdurulur
fakat transkripsiyon faktoriinii ifade eden ATF4 translasyona devam etmektedir sayilar1 ve
cogalir. BoOylece ER stresine karsi protein yiikii azaltilmast PERK aktivasyonu ile

katlanmamis proteinler diizeltilmis olmaktadir (Szegezdi ve ark, 2006; Rosheva ve ark,
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2009). ATF4; transkripsiyon faktoriiniin bZIP ailesinin bir iiyesidir (Xu ve ark, 2005).
Nukleusa giren ATF4 daha sonra GADD34, CHOP, ATF3, amiasiterlin taginiminda,
biyosentez oksidatif streste dirence karsi rol alan genlerin transkripsiyonu aktif etmektedir
(Rosheva ve ark, 2009). CHOP ise apoptoza gotiiren bir sinyaldir ve hiicre oliimiine

sebebiyet vermektedir (Szegezdi ve ark, 2006; Hussoin ve ark, 2007).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Hiicre Dizileri

Calisma boyunca kullanilan ve ticari olarak iiretilmis olan Beta TC 6 hiicre hatlar1

ATCC’den temin edilmistir.

3.1.1. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

Tablo 1. Kullanilan besiyeri ve kimyasallari.

Uriin

Firma (Katalog no)

RIPA Lysis tamponu, 100 ml

Fosfataz inhibitor karigimi II (100X, 1ml)

Proteaz inhibitor karisimi IT (100X, 1 ml)

Fetal Bovine serum (FBS) 100 ml

Penisilin- Streptomisin 100X, 20 Mm, 100 ml
Tripsin-EDTA (% 0,25), 1X, 100 ml

L-Glutamine, 200 Mm, 100 ml
Dulbecco’sModifiedEagleMedium(DMEM), 500 ml
Tunicamycin

2-aminopurin

Imodozole oxindale ( imoxin)

Mouse INS( insiilin) ELISA kit
Dulbecco’sPhosphoteBufferSaline(DPBS), 500 ml
Kloroform

Ethonol absolute for analysis

2-Merkaptoethanol for syntheis

Methonol gradient grade for liqiiid chromotoghaphy
Glycine, 1000 g

SDS, 100 g

Trishase

Protein Quantitation Kit ( Bradford Assay)

RiboEx ( Total RNA isolation solution),100 ml

5X SDS-PAGE Sample Loading Buffer
WizscriptTM cDNA Synthesis Kit (High Capacity)
with RNase inhibit6r

Real AMP TM SYBR gPCR Master Mix (2X, High ROX)
See Bluen@ Plus 2 (marker)

Dimetil siilfoksit (DMSO)

VRM Life Science (N653 100 ML)
MedChem Express( HY-K0022)
MedChem Express (HY-K0010)
Gibco ( CP-16-1265)

Sigma- Aldrich (P-4333)

Sigma- Aldrich (T-4049)

Sigma- Aldrich (G-7513)

Gibco, Sigma- Aldrich ( D-5546)
Sigma- Aldrich (T7765-1MG)
Sigma- Aldrich ( A3509-100MG)
Sigma- Aldrich (19785-5MG)
Elabscience ( E-EL-M2614 96T)
Capricorn, Gibco ( D-8537)
Isolob

Milipore

Milipore ( S7215940 621)
Milipore

Nyztech ( CAS56-40-6)

Bioshop ( 3F29927)

Nyztech ( CAS77-86-1)

Abcam (102535)

GeneAll (1301-902)

Nyztech (MB11701)
Wizbiosolutios ( W2211)

Lolicato
Invitrogen (LC5925)
Milipore
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3.1.2. Kullamlan Antikorlar ve Oligolar

Tablo 2. Calismalar sirasinda kullanilan antikorlar ve oligolarin listesi.

Uriin

Firma

Anti- Rabbit IgG- HRP
Phospho-elF2o. (s51) Poly
CHOP/ GAD153 Poly Ab
Tubulin Poly Ab

Elabscience (SAEP003)
Elabscience (ENP0093)
Elabscience (EPP11527)
Elabscience (ENT5051)

3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 3. Calismalarda kullanilan sarf malzemelerin listesi.

Uriin

Firma

10 cm?’lik petri

1,5 ml ’lik Steril Eppendorf

15 ml’lik Steril Falkon

50 ml’lik Steril Falkon

Pipet tek kullanimlik steril, 5 ml
Pipet tek kullanimlik, 10 ml

2 ml’lik steril hiicre dondurma tiipii
6 Kuyucuklu Steril Plate

96 Kuyucuklu Steril Plate

Corning (431464)
AxygenQuality

VMR Life Science
Sigma- Aldrich (31434)
Costar ( 160510)
Costar ( 4488)

VWR Life Science
SARSTEDT
SARSTEDT
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3.1.4. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 4. Calismalarda kullanilan alet ve cihazlarin listesi.

Uriin Firma
Spektrofotometre ThermofisherScientific
Western Blot seti ( Yiiriitme, tranfer, gii¢ kaynagi vs) Bio-Rad
Hot Block ( sicak blok)
gPCR cihaz1 ThermofisherScientific
Invert ( ters mikroskop)
Hiicre kiiltiiri kabini (Laminar air flow cabinet) AirStream
Santrifiij
Sogutmal1 Santrifiij
Etiiv ( inkiibator-CO2’1i) NUAIRE
Goriintiileme sistemi UV-Chemi Dot-2
-80 o C Dondurucu (Deep Freeze)
Siv1 azot tanki ( -196 o C) Mrc
Transfer cihazi Bio-Rad
+4 0 C ve -20 o C Buzdolabi1
Shaker (Calkalayict)
Hassas terazi
Su Banyosu WiseBath
Otoklav HIRAYAMA

Distile su cihazi (DD )
Distile su cihazi (BD)
Buz Makinesi Cihazi

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismada kullanilan hiicre tipi ve hiicrenin 6zellikleri

Hiicrenin Ozellikleri

ATCC Kodu; CRL-11506
Biiyiime Ozelligi; ~ Adherent
Organizma; Mus musculus
Hiicre Tipi; Beta Hiicresi
Doku; Pankreas
Hastalik; Tip 2 Diyabet

Calisma boyunca kullanilan Jurkat hiicre dizileri, canliliklarini siirdiirebilmek
amaciyla DMEM besiyeri ortaminda kiiltiire edilmislerdi. DMEM besi ortaminin

tamamlanmis icerigi asagida verilmistir.
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Tamamlanmis DMEM Biiyiime Besi Ortam I¢erigi:

% 100 DMEM besiyeri (500 ml)

% 10 Fetal Bovin Serum (FBS)

% 1 Penicilin Streptomicin

%]1 piruvat ( eger yoksa)

Beta hiicreleri, % 10 FBS ve % 1 penisilin streptomisin iceren DMEM biiylime besi
yeri kullanmilarak % 5 CO2 igeren 37°C 1s1 ortamina sahip inkiibatorde kiiltiire edilerek
cogaltilmistir. Kiiltiir devamliligi i¢in 10 cm lik petri kaplart kullanilmistir. Hiicre

yogunlugu %70-80 e ulastiginda kiiltiir devamliligini saglamak amaciyla pasajlanmislardir.

3.2.2. Hiicrelerin Dondurulup Saklanma Islemi Dondurma Besiyeri Icerigi

% 70 DMEM

% 20 Fetal Bovin Serum (FBS)

% 10 DMSO

Kiiltiir devamlilig1 bir siire devam etmis ve canlilik orant % 90 ve iizerinde olan
kiiltiirdeki hiicrelerin bir kismi1 daha sonra kullanilmak tizere dondurularak sivi azotta
saklanmistir. Bunun i¢in hiicreler ilk once steril falkon igerisine alinarak 1100 rpm’de,
4°C’de, 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir Daha sonra siipernatant kismi
uzaklagtirilmistir. Pelet, dondurma besiyeri ile homojenize edilmis ve herbir dondurma
tiipiiniin igerisinde 1 ml olacak sekilde aktarilmistir. Tiipler - 80°C’de bir gece muhafaza

edildikten sonra s1vi azot tankina alinarak -196°C’de saklanmaistir.

3.2.3. Hiicrelerin Cozdiiriiliip Kullanilmasi

Ihtiyag duyuldugunda, -196°C’de dondurularak stoklanmis olan hiicreler siv1 azottan
cikarilmis ve 37 °C’de ki su banyosunda c¢ozdiriilmiistiir. Coziilmiis olan hiicreler
bekletilmeden 15 ml’ lik steril falkona alinmais, iizerine DMEM besiyeri ilave edilerek 1100
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismi hiicre peletinden uzaklastirilmistir.
Daha sonra pelet iizerine tamamlanmis DMEM biiyiime besi yerinden eklenerek pelet
besiyeri igerisinde pipetaj yapilarak homojen hale getirilmis ve hiicreler 10 mI’lik steril petri

icerisine alinarak kiiltiir devamlilig1 saglanmistir. Ya da sivi azottan ¢ikardigimiz hiicreleri
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hizlica su banyosunda ¢oziinmesini bekledikten sonra 10 ml’lik petri kabimi aktardiktan

sonra iizeri 10 ml yi tamamlamak iizere DMEM besiyeri eklenmistir.

3.2.4 Diyabetik ila¢ Stoklarimin Hazirlanmasi

PKR Inhibatér ve ER Stres Yapan Kimyasallarin Stoklarimin Hazirlanmasi

Dmso, Dmso + tunicamycin, 2-aminopurin, 2 amino piirin + tunicamycin, imoxin,
imoxin+ tunicamyin sekilde deney diizenegi kurulacaktir.

Normal kosullar altinda PKR aktivasyonu sonucunda ER stres varliginda hiicreler ya
daha az protein salinimina sebep olur yada apoptoza gitmektedir. Kimyasallar kullanarak
instilin salinim1 gergeklesmesini hedeflenmistir. PKR inhibitorleri olan imoxin ve 2-
aminopurin, ER stres tunicamycin kullanilmistir.

Imoxin 1 mM (1000 X) konsantrasyonu olacak sekilde DMSO igerisinde ¢dzdiirerek
steril ortamda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. 2-Aminopurin 250 mM (250 X)) olacak sekilde
DMSO ile ¢ozdiiriilerek steril ortamda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Tunicamycin ise 500 x
konsantrasyonu oalack sekilde Etanol ile ¢ozdiiriilerek steril ortamda stoklari hazirlanilmig

ve -20°C’de saklanilmistir.(DMSO igin ise 250x konsantrasyon hazirlanilmustir)..

3.2.5. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarimm ve Sonrasinda Yapilacak Olan Analizlerin

Hazirlanmasi

Calisma boyunca pankreas 3 TC 6 hiicre hatlariyla PKR inhibitérleri ve tunicamycin
ile ayr1 ayr1 muamele edilerek hiicre canliligi, ER stresi cevabi, insiilin saliminin olup
olmamasi gibi sinyal yolaklarinin ¢alisip calismadigini kontrol grubu ile kiyaslanarak test
edilmistir. Oncelikle 10 cm*’lik platelerde 3 tane 10 cm? lik plate elde ettikten sonra 3 tane 6
kuyulu platelere hiicreleri aktarilmistir. Aktardiktan sonra 24 saat inkiibe edilmistir. PKR
inhibitorlerle 24 saat boyunca hiicrelerle muamele edilmesi( Pretreatment), sonra
Tunicamycin ile 16 saat hiicrelere muamele edilmesi ve en sonunda glukozsuz medyumla 2-
3 saatkadar hiicreleri muamele ederek akabinde yliksek glikoza maruz birakilip ardindan 8
saat muamele edilmis ve hiicreler toplanmustir.

Hiicreler lizat edildikten sonra insiilin seviyelerini belirlemek ve mRNA diizeyinde

yerini tespit etmek icin ELISA testi, qPCR, Western Blot testleri yapilmustr.
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3.2.5.1. PKR inhibatorlerin 24 saat boyunca hiicrelere muamele edilmesi

PKR inhibatér olan imoxin ve 2-aminopurinlerin, ER stres 6ncesi muamele edilerek
PKR aktivitesini engellemek, kalsiyumun salinimi saglamaktir. Ciinkii yapilan ¢alismalarda
PKR’1n sinyal yolagi olan Perk’in elF2 o’ nin fosforlanarak protein sentezinin azaldigini
kisa PKR ile protein arasinda bir iliski oldugu i¢in inhiborler kullanilarak protein sentezinde
bir etkisi olmasini engellemek amaciyla bu kimyasallar kullanilmaktadir.24 saat muamele

edilmistir.

3.2.5.2. Beta hiicrelerinde ER stres tunicamycin indiiklendigi hiicre Kkiiltiirii

calismalarinin hazirlanisi

PKR inhibitorii ile muamele edilen hiicreler ER stresin kimyasal olan tunicamycin
eklenip ER strese ugramasi saglanmigtir. Hiicreler tunicamycine maruz kaldiktan sonra
insiilin salinimina bir azalma olmasi beklenmistir fakat bir 6nceki giin PKR inhibitorleri

eklendikten sonra boyle bir sonu¢ almay1 beklememis oldugunu hedefledik.

3.2.5.3. 16 saatte glukozsuz medyum ile sonrasinda yiiksek glukoza maruz birakilan

hiicre kiiltiirii calismalarimin hazirlanisi

Platedeki hocreler normal kosullarda glukozlu medyumlarda ¢ogalirken, bu asamada
glukolu medyum atilir glukozsuz meydum hazirlanip hiicreler muamele edilmistir. 3 saat
boyunca inkiibasyonda bekletilmistir. Daha sonra meydum atilip normal glukozlu DMEM
medyumu hiicrelere eklenip 8 saat inkibasyonda bekletilmistir. En sonunda medyumlar

atilip plateler lizat yapilmasi igin -80 ° C’ ye saklanmustir.

3.2.2.4. Lizat yonteminin uygulanmasi

-80 °C’ye kaldirilan medyumsuz plateler(dibinde hiicreler bulunmakta) onlar1 buz

iistlinde bekleterek 150 pl PBS eklenmistir. Hiicre kaziyict ile kazilip ve 150 ul kadar
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pipetle ¢ekilip ependorflara eklenmistir ( Eklenenler oda sicakliginda kalmasin diye -20°C’
de bekletilmistir). Daha sonra 20 dk’da bir 3-4 kez bir -80° C” de bir buz iistiinde soklama
yapilmustir.

En sonunda 15-20 dk boyunca mini santrifiij yapilir ve supernatant alinir yeni
ependorflara eklenir.Pellet atilir. En son deney sonuna kadar -20 ¢ de saklanir. (Elisa testi

icin kullanicaktir).

3.3. ELISA Testi

Enzim baglantili bagisikli testidir. Antijen-antikor iliskisini, antikora baglanmis bir

enzimin aktivitesini aragtirmak temeline dayanan kantitatif 6l¢lim yontemidir.

Tablo 5. Elisa kit’in malzemeleri, dilute ve volimleri.

Malzemeler Seyreltme Voliim
Concentread wash buffer 1:25 30mi
Substrate Reagent - 10 ml
Stop solution - 10 ml
Biotinylated Detection Ab diluent 1:100 14 ml
HRP conjugate diluent - 14 ml
Refereance standart & sample dil. - 20 ml
Mouse INS standart (8000 pg) - -
Concentrated HRP conjugate 1:100 120
Concentrated Biotinylated
detection Ab for Mouse INS - 120 pl

Protokol

1. Lizat yontemi uygularak topladigimiz 6rnekler -20 C den ¢ikatilip, ependorfa
toplanan ornekler buzda ¢oziiliir.

2. Wash Buffer hazirlamak i¢in (1:25) oraninda 375 ml distile su ve 15 ml
contcantrated wash buffer hazirlanir.

3. Standart ¢ozeltisi igin 8 ng ‘e 0,8 ml (800 ul) refent standart eklenir. 10, 5, 2.5,
1.25,0.63, 0.31 ve 0 olmak iizere hazirlanir.

Tiiplere 150 pl standart ¢ozeltisi ve listiine 150 pl hazirlanan refent standart eklenir.
Toplam 300 pl olur bundan 150 ul alip 10 dan baslayip farkli pipetler kullanarak tek tek
pipetaj yapilir. 10, 5, 2.5,... Her biri igin bir dncekinden 150 pl gekilir.
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4. Standart ¢ozeltisi ve ornekler 96 well kuyucuklara 100 pul olacak sekilde A’ dan
baslayip asagiya dogru eklenir. Eklendikten sonra 90 dk 37 c de galkalayici inkiibatorde
kalir.

5. 90 dk sonra inkiibatorden alip kuyucuktaki ornekler ve standartlar lavaboya
dokiiliir. Once 12 ml Biotinyloted detection Ab diluenti ve 120 pl concantrated biotinyloted
detection Ab ile karistirilir pipetaj yapilir. Buzda bekletilir.

Bos olan kuyucuklara 100 ul biotinyloted detection Ab solusyonu eklenir ve 1 saat
calkalayici inkiibatore birakilir.

6. Bir saat inkiibe edildikten sonra i¢indeki sivi atilir ve 350 ul wash buffer
soliisyonu ile 3 kez yikanir.

7. HRP igin concentreated HRP conjugete 120 ul alinip 12 ml HRP conjugate diluent
karistirilir pipetaj yapilir. Her kuyucuga HRP antikoru 100 ul eklenir. 30 dk 37 c de
calkalayici inkiibatore birakilir.

8. Swvilar atildiktan sonra wash buffer ile 5 kez yikama yapilir.

9. Her bir kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenir. Sizdirmazlik ile etrafi kapatilir.37
¢ de 15-20 dk inkiibe edilir.( Renk mavilesir)

10. Siviy1 dokmeden {istiine 50 pl stop soliisyonu eklenir ve renk maviden sariya
doner.

11. 450 nm dalga boyunda spektofotometrede 6l¢iim yapilir.

3.4. Protein Izolasyonu ve Protein Tayini

Ilaglarla muamele ettigimiz hiicreler ( Dmso, Dmso + tunicamycin, 2-ammopurin, 2
amino piirin + tunicamycin, imoxin, imoxin+ tunicamyin) kiiltiir plaklarindan alinarak
Western Blot (W.B.) analizi i¢in;- 80 C den c¢ikarilip buz iistiinde tutulup ¢oziilmesi
beklenmistir

RIPA soliisyonu i¢in hazirlanan igerikler 500 pl stok hazirlanilmistir. 6 tane platemiz
oldugu igin yaklasik 3.5 ml stok hazirlanmistir. Bunun % 1 lik kismi ise 35 pl proteaz ve
fosfataz eklenmistir. Buz iistiinde ¢oziilen hiicre platelerine hazirlanan soliisyon eklenmis ve
15 dk beklenip 5 dk da bir ¢alkalanmistir. Hiicre kaziyici ile kazilip yeni ependiiflere
aktarilmistir. Biitiin bu islemler yapildiktan sonra pipetaj yapilmustir. -80°C’ye kaldirilip 20
dk beklenip sonra tekrar 20 dk buz iistiinde bekletilmistir ( bu islem 3 kez tekrarlanilmistir).
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14000xg’de 20 dk’da santrifiijlenmis, supernatant alinir pellet atilmistir ve protein
izolasyonu yapilmistir. Protein izolasyonu igin kullanilan RIPA lizis buffer igerigi

verilmistir.

Tampon ¢ozelti (RIPA buffer) igerigi (100 ml igin):
149 Mm sodyum kloriir

50 Mm TrispH 7.5

0.1% sodyum dioksit siilfat

1% Nonidet p-40 substrat

0.5 % deoksilat asid sodyum salt

3.5. Protein Tayini

Orneklerden elde edilen protein ekstraktlarinin icerisinde bulunan total protein
miktarlarin1 belirlemek amaciyla Protein Quantitation Kit (Bradford Assay) kullanilmustir.
(Abcam discover more ab102532)

Working soliisyon 1:5 oraninda hazirlanmistir.

12 standart (2x)

12 6rnek (2x)

1 blank (RIPA)

Toplam 25-30 hazirlarsak 100 pl i¢in yaklasik 3 ml stok hazirlanir. 0.6 ml WS, 2.4
distile su hazirlanip toplam 3 ml hazirlanmig ve ve platelere 100 pl’lik eklemek igin
hazirlanmis olur.

Tablo 6. Protein tayini i¢in hazirlanan standart degerleri.

Standart no Standart (ul) Distile su
1 0 50
2 5 45
3 10 40
4 15 35
5 20 30
6 25 25

Tabloda standartlar i¢in Olgtimler verilmistir. Her biri 96’lik well’e 10 ml kadar

eklenmistir.
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Ornekler icin ise 5 ul kadar eklenir ve iizerine 20 pl distile su eklenir. 96 well’e
10 pl x 2 eklenmistir ( ortalamasi alinir).

96 well her kuyucuga standart ve drnekler ikiser tekralanarak 10 pl eklenir. Uzerine
100 ul WS eklenir. Kontrol olarakta RIPA soliisyonu eklenmis. Spektrofotometrede 562

nm’de Ol¢lilmiistiir.

3.6. Western Blot analizi

Western blot kisaca; elektroforez kullanilarak poliakrilamid jelde (SDS-PAGE jel)
yiiriitiilen proteinlerin molekiiler agirliklarina gére ayrilmasini sonrasinda ise jelin destek
membrana transferini ve membranda bulunan proteinlerden amaca uygun olanmi
goriintlileyebilmek adina 6zgiil primer ve seconder antikorlarin kullanilmasini son olarak da
istenilen proteinin goriintiileme islemini icermektedir.

Western Blot analizleri sirasinda kullanilmig olan buffer ve soliisyonlarin igerigi
asagida belirtilmigtir.

10X TBS (1L):

30,2 g Tris-base

43,8 g NaCl

932 mg KCI

TOWRBIN Transfer Buffer (800 ml) :

3.03 g Tris-base

14,4 g Glycin

5 ml SDS ( %10 luk SDS soliisyonundan)

Distile su (pH: 8,1-8,5)

Not: Kullanim 6nce %20 oraninda metanol ilave edilir.

10X Running Buffer (1L ) :

30 g Tris-base

144 g Glycin

159 SDS

Distile su

(pH: 8,6)

42



Lower Buffer (500 ml ) :

91 g Tris-base

20 ml SDS (%10 luk SDS soliisyonundan)

14 ml HCI (6N)

Distile su

(pH: 8,8)

Upper Buffer (500 ml) :

30,5 g Tris-base

20 ml SDS (%10 luk SDS soliisyonundan)

30 ml HCI (6N)

Distile su

(pH: 6,7)

IXTBS-t(1L):

100 ml 10X TBS

900 ml Distile su

1 ml Tween 20

%40 Amonyum persiilfat:

0,59 APS

1 ml Distile su

% 6’ lik Siit Tozu (Skim Milk ) Soliisyonu:

100 ml 1X TBS-t

5 g Skim Milk

10 ml Tris-HCI (0,5M)

% 5’lik Bovin Serum Albiimin (BSA) Soliisyonu:

100 ml 1X TBS-t

59 BSA

-Poliakrilamid jelin ( SDS-PAGE Jel) hazirlanmasi
Hazir Jel kullanilmistir.
-Jele yiiklenecek protein 6rneklerinin hazirlanmasi

6X Loading Dye (10 ml) :
3,75 ml 1M Tris-HCI (pH: 6,8)
5 ml Gliserol+H20 ( 4 ml Gliserol, 1ml Distile su karigimi)
19 SDS
900 pl Merkaptoetanol
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% 0,06 Bromfenol blue
Distile su

Western blot analizi i¢in total protein izolasyonu ve miktar tayini yapilan ornekler
kullanilmistir. Total protein konsantasyonlari hesaplanmis deney gruplarindan; DMSO 15
ml, DMSO+ Tunicamycin 19 ml , 2-amino piirin 19 ml , 2-amino piirin + Tunicamycin 18
ml, Imoxin 18 ml, Imoxin+Tunicamycin 19 ml almip ‘5 ml loading dye’ ile karistirilarak 1-
2 dakika santrifiij yapilmistir. 95°C* de 5 dakika inkiibe edilmistir. Boylece drnekler jele
yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

-Elektroforetik yiiriitme islemi

SDS-PAGE jel dikey elektroforez tankina yerlestirilerek igerisine ‘1X Running
Buffer’ eklenmis ve taraklar ¢ikartilmigtir. Taraklar ¢ikartildiktan sonra olusan kuyucuklara,
protein agirlik belirteci (protein marker 5 upl) ve hazirlanmis olan Ornekler 25 ml
yiiklenmistir. Yiikleme sonrasi ornekler ayirici jele gelinceye kadar (yaklasik 2 saat ) 90
voltta yliriitiilmstiir.

-Transfer islemi (yar1 1slak transfer islemi)

Jelin membrana transfer islemine gegilmeden Once, transferde kullanilacak olan
PVDF membran 6nce metanolde 5 dakika sonrasinda ise ‘Towbin Transfer Buffer’
igerisinde 5 dakika bekletilerek aktive edilmistir. Ote yandan 6 adet whatman filtre kagid
‘Towbin Transfer Buffer’ ile tamamen islatilmis ve transfer sistemine yerlestirilmistir.
Uzerine aktiflestirilmis olan PVDF membran onun iizerine ise SDS-PAGE jelin ayristirict
jel tabakasi yerlestirilmistir (Elektroforez sonrast SDS-PAGE jelin paketleyici kismi
uzaklastirilmigtir). Son olarak tekrar 6 adet whatman filtre kagidi yine ‘Towbin Transfer
Buffer’ da islatilarak jelin iizerine yerlestirilmis ve transfer modiiliiniin kapag1 kapatilarak
1A° akim ve 25V’da 30 dakika transfer islemi gerceklestirilmistir. Bu islemler sirasinda
whatman filtre kagitlari, membran ve jel arasinda hava kabarciginin kalmamasina dikkat
edilmistir.

-Bloklama islemi

Transferden sonra lizerine kaplayana kadar bir kaba TBS/ TBS+Buffer eklenir.
Birkac dakika sonra sivi atilir ve bloklama iglemine gecilir. Bu islem proteinleri baglamis
olan  PVDF membranda, spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin protein
baglanmamis kisimlarin  ilgisiz  proteinlerle kaplanmasim1  saglamak amaci ile
gerceklestirilmistir. Transfer islemini takiben, proteinleri baglamis olan PVDF membran

6000 pl BSA igerisinde 1 saat boyunca yatay ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.
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-Primer ve seconder antikor ile inkiibasyon islemleri

Phospho-elF2 o (1:2000), IGg-HRP (sekonder antibody) (1:5000), tubulin, CHOP
(1:2000) diliisyon oranlarina gore hazirlanir. Sonrasinda PVDF membranlar primer
antikorlar ile gece boyunca soguk odada 4°C’ de inkiibasyona birakilmislardir. Siire
sonunda primer antikor tekrar kullanilmak iizere 4° C’ de bir siire saklanmistir. Membranlar
ise 3 kez 5’er dakika siire ile %1 Tween20+TBS) soliisyonu ile yikanmistir. Membran
yikama sonrasinda ise; 6000 ul BSA soliisyonu eklenir. 1:5000 orninda sekonder antibody
IgG-HRP eklenir.2 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 3 kez 5 dakika wash
buffer ile yikanmistir.

Tablo 7. Immunoblotlamada kullanilan birincil antikorlarin diliisyon oranlari.

Antikor Diliisyon oram
Phospho-elF2 o 1:2000
CHOP/ GADD153 1:2000

Tablo 8. immunoblotlamada kullanilan ikincil antikorlarim diliisyon oranlar.

Antikor Diliisyon orani
Anti-Rabbit 1gG-HRP 1:5000
Tubulin Poly Ab 1:5000

-ECL ile goriintiilleme islemi
Yikama sonrasi PVDF membran ECL soliisyonu ile muamele edilerek UV-Chemi
Dot-2 cihazinda goriintiilenmistir. Elde edilen bant goriintiileri kaydedilerek yazilim

programu ile analiz edilmistir.

3.7. RNA izolasyonu

RNA izolasyon iglemlerinde ‘RiboExTM Total RNA isolation solution (GeneAll)’
kullanilmistir.

1000 ul Ribox soliisyonu daha once stokladigimiz 10 cm®lik platede bulunan
ornekler 3 dakika boyunca bekletilir Scraper( hiicre kaziyici) ile kazilir 1,5 pl ependurflere
eklenip, 5 dakika oda sicakliginda beklenmistir. 200 ul chloroform eklenip 15 saniye
calkalayip 2 dakika oda sicakliginda beklenmistir.
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14000 rpm 15 dakika 4° C’ de santrifiij edilmistir ( iistte kalan kissm RNA, ara faz
DNA, altta kalan kisim proteinler vs). 500 ul isopronol eklenip 3-5 kez yavasca karistirilip
14000 rpm 15 dakika santrifiij edildikten sonra supernant atilmistir. RNA pellete 1 ml
%75°1ik alkolle yikanip 140000 rpm 5 dakika santirifiij edilmistir. En son 50 ul RNAz-free
water ¢oziilmiistiir. 10 dakika 56°C’ de inkiibe edilmistir. Elde edilen RNA hig
bekletilmeden -80 °C de saklanmistir. Ayrica RNA miktarini tayin etmek amaci ile Qubit

Ol¢iim cihazi kullanilmistir.

3.8. cDNA (komplementer) Sentezi

100 ng/ m1I’ de RNA stoklar1 hazirlanilmastir.
cDNA sentezi i¢in WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capacity) kullanilmistir.
Asagida igerigi verilen 2xRT Master Mix (66 ul igin ) hazirlanmistir ( Miktarlar

ornek sayist ile ¢arpilarak hazirlanilmistir).

10X Reaction Buffer 13,2 ul
20X dNTP mix 6,6 pl
Random hexamer 13,5 ul
WizScript™ RTase 6,6 ul
RNase Inhibitor 3,3 ul
RNase free Water 23,1 ul
Total 66 ul

2x Master Mix’ ten 10 pl per tiiplerine eklenmistir. RNA izolasyonu ve RNA miktar
tayini yapilmig(100 ng/ul) olan o6rnekler 10 pl voliim igerisinde master mix iizerine
eklenmistir. 3 - 4 kez pipetleyerek karigmasi saglanmis ve hava kabarcigir kalmamasi icin

tiipler santrifiij edilmistir. cDNA’lar dilute edilmistir (80 ul H,O ile).

Tablo 9. cDNA sentez basamaklari ile bu basamaklardaki sicaklik ve bekleme siireleri.

Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3 Basamak 4
Sicaklik(°C) 25 37 35 4
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika ©

Hazirlanan karigim Termal Cycler hazir oluncaya kadar buz ilizerinde bekletilmistir.

Tiipler daha sonra Termal Cycler’a yerlestirilmistir.
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3.9. gPCR Asamasi

Real AmpTM SYBR qPCR Master mix (2X, Low ROX or High ROX) kullanilmustir.

Tablo 10. gPCR reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler ve voliimleri.

Component Volume
2x SYBR gPCR master mix 10 pl
Primer 1 (forward) 1l
Primer 2 (reverse) 1l
Rox 1ul
cDNA (seyreltilmis) 5ul
Niikleaz H20 2l
Toplam 20 pl

Actin ve Xbp 1 primerleri kullanilarak (¢cDNA hari¢ en son platelere eklenecektir)
master mix (26x) hazirlanilmistir. 96 kuyucuklu platelere 24 well’e actin, diger 24 well’e

Xbp1 15 pl eklenmistir. Uzerine 5 pl cDNA( dilute edilmis) eklenmistir.

Tablo 11. Spliced Xbpl qPCr primerleri ( fare ve insan).

Spliced Xbpl Qpcr primerleri

sXBP fw CTGAGTCCGCAGCAGGTG
sXBP Rv TCCTTCTGGGTAGACCTCTGG
Uriin 200 bp

Melting sicaklik 62°C

Tablo 12. Beta actin mRNA Primer pair.

Beta actin mRNA Primer pair

Actb Fw AACTGGGACGACATGGAGAA
Actb Rv GAAGGTCTCAAACATGATCTGG
Uriin 150 bp

Melting sicaklik 60°C

Tablo 13. PCR asamalari ile bu asamalardaki sicaklik miktarlar1 ve bekleme siireleri.

Basamak Sicakhik Zaman Dongii
Enzim aktivasyonu 95°C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 35-45
Annealing A 20 saniye 35-45
Extension 72°C 30 saniye 35-45
Dissociation 65-95° C - -

Relatif mRNAs ekspresyon diizeyleri delta CT metoduna uygulanarak elde
edilmistir. Buna gore; AACT: normalize edilmis CT degerleri arasindaki fark olmak {izere;

AACT = ACT treatment - ACT control
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AACT daha sonra asagidaki formiille folkat degisimi olarak cevrilmistir. Folkat
degisimi= 2- AACT
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4. BULGULAR

4.1. P-elF2-a, ifadesinin Beta Hiicrelerinde Protein Diizeyinde Belirlenmesi

Beta hiicrelerinde (B-TC-6) p-elF2-o’ nin protein diizeyinde ifadesinin belirlenmesi
icin ‘Western Blot’ analizleri gergeklestirilmistir ve deneyler 2 kez tekrarlanmistir.
Tunicamycin ile ER stresi olusturulmus gruplara PKR inhibitorleri uygulanmis (Imoxin ve
2-aminopurin) ve PKR’ nin down-stream hedefi olan elF2—a’ nin fosforilasyonu her grup
icin tespit edilmistir. Elde edilen protein bant goriintiileri Sekil 16 ve Sekil 17° de

verilmistir. P-elF2-o ifadeleri her grupta B—tubulin ifadelerine gére normalize edilmistir.

OSWa
1+0OSNa
uixow|
L+uIxouw)
dv-Z
1+dV-2

p-elF2-a

B-tubulin w - -

Sekil 16. Gruplardaki protein bant goriintiileri (goriintiileme cihazi)
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uixow|
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1+dV-2T
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<
w
o
+
=

L+uixow|

p-elF2-a

B-tubulin

Sekil 17. Gruplardaki protein bant goriintiileri (film)

Protein bant goriintiileri ImageJ programiyla kantitatif degerlere donistiiriilmiis

ardindan Kruskal Wallis H (Monte Carlo Estimation) testi ile istatistiksel analizleri
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gerceklestirilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore her grubun p-elF2-o ifadeleri Sekil 18

ve Sekil 19’ da gosterilmistir. Buna gore DMSO+T grubu p-elF2-a ifadesi DMSO grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fark gostermistir (p=0.011). Bununla birlikte

DMSO grubuyla diger gruplar arasinda herhangi bir fark saptanamamaistir. Ayrica DMSO+T

grubunda gozlenen p-elF2-o ifadesi diger gruplarla karsilastirildiginda; sadece AP+T

grubundan (p=0.016) istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek olarak bulunmustur. Bu da

elF2a fosforilasyonu baskiladigini ifade etmektedir.

Imoxin+T grubu p-elF2-a ifadesi

Imoxin grubuna gore artis gostermis fakat bu yiikselis anlamli degildir. Ayni sekilde 2-

AP+T grubunda saptanan p-elF2-a ifadesi 2-AP grubuna gore yiiksek bulunmasina ragmen

anlaml bir fark tespit edilememistir.

peIF2-o/f-Tubulin Oram
Grup Ortalama + Standart Hata p* Coklu Karsilastrma
Median (Q1 - Q3)
- 1 00=0.00 DMSO DMSI}T ﬂ.ﬂ%l
. 1.00 (1.00 - 1.00) Imoxin 0932
Imoxm+T 0217
DMSOST 1 1g ;18-=1D'11334 1.AP 0.747
J8(171-184) JAPST 0007
1122002 DMSO+T Imoxin  0.023
Imoxin o .
112(1.10-1.13) Imoxin+T  0.164
D-”fﬁ 1AP 0.004
. 137£0.02 00241 2-AP+T  0.016
Imoxin+T S
137(1.36-138) Imoxin Imoxin+T 0313
1.AP 0359
24P 0.31[1:0.14 2-AP+T  0.098
0.810(0.740-0.8%0) Imoxin*T 2-AP  0.048
2-AP+T 0346
2 APT 106=0.14
1.06 (0.990-1.13) 1AP 2AP+T 0330

Sekil 18. Gruplardaki B-Tubulin ifadesine gdore normalize edilmis p-elF2-a ifadeleri ve

gruplar arasi ¢oklu karsilastirma (*Kruskal Wallis H Test).
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p-elF2-a/B-Tubulin

*
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DMSO DMSO+T Imoxin Imoxin+T 2-AP 2-AP+T

Sekil 19. Gruplara gore p-elF2-o/B-Tubulin ifadelerinin oranlari.

4.2. Beta Hiicrelerinde Spliced Xbp-1 (sXbp-1) mRNA ifadeleri

Beta hiicrelerinde belirlenen sXbp-1 mRNA ifadelerinin aktine gdre normalize
edilmis degerleri ortalama+standart hata seklinde Tablo 14’de ve Sekil 20’ de verilmistir.
Buna goére DMSO grubunda 12,33+5,9, DMSO+T grubunda 436,03+130,61, Imoxin
grubunda 53,58+16,66, Imoxin+T grubunda 137,89+116,23, 2-AP grubunda 83,84+57,51
ve 2-AP+T grubunda 276,22+42,73 olarak tespit edilmistir.

Tablo 14. sXbp-1 ifadelerinin aktine gore normalize edilmis degerleri.

Gruplar sXbp-1 ifadesi ortalama =+ standart hata
DMSO 12,33+£5,91
DMSO+T 436,03+130,61
Imoxin 53,58+16,66
Imoxin+T 137,89+116,23
2-AP 83,84+57,51
2-AP+T 276,22+42,73
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sXbp-1 ifadesi
600
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sXbp-1/Aktin mRNA
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I
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L
DMSO DMSO+T Imoxin  Imoxin+T 2-AP 2-AP+T
Sekil 20. sXbp-1 ifadelerinin aktine gére normalize edilmis degerleri.

Saptanan degerlerin kontrol gruplarina oranla belirlenmis rolatif ifadeleri
ortalamatstandart hata seklinde Tablo 15°de ve Sekil 21°de gosterilmistir. Buna gore
DMSO+T grubu sXbp-1 mRNA ifadeleri DMSO grubuna gore 35,4+10,6 kat artmustir.
Imoxin+T grubunda belirlenen sXbp-1 mRNA ifadelerinde Imoxin grubuna oranla 2,6+2,2
katlik bir artis tespit edilmistir. Ayrica 2-AP+T grubunda saptanan sXbp-1 mRNA ifadeleri
ise 2-AP grubuna gore 3,3+0,5 katlik bir artis géstermistir.

Tablo 15. sXbp-1 ifadelerinin kontrol grubuna kiyasla degerleri.

Gruplar sXbp-1 ortalama + standart hata
DMSO 1,0£0,5
DMSO+T 35,4+10,6
Imoxin 1,0+£0,3
Imoxin+T 2,6£2.2
2-AP 1,0+0,7
2-AP+T 3,3+0,5
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sXbp-1 ifadesi (Kontrole gére artis)
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Sekil 21. sXbp-1 ifadelerin aktine gére normalize edilmis ve kontrol grubuna kiyasla

degerleri.

4.3. Beta Hiicrelerinde Insiilin Konsantrasyonlar

Hiicre ig¢i insiilin konsantrasyonlari, degisik dozda tunicamycin uygulanmis (4ul ve
8ul) ve PKR inhibitorleriyle muamele edilmis gruplarda ELISA yontemiyle belirlenmistir
ve karsilastirilmistir. Tespit edilen insiilin konsantrasyonlar1 Tablo 16’da ve Sekil 22’ de
verilmistir. Buna gére DMSO/ - grubunda 1,16+0,06 ng/ml, DMSO/ 4 grubunda 1,30£1,26
ng/ml ve DMSO/ 8 grubunda 0,47+0,46 ng/ml olarak saptanmistir. Ayrica Imoxin/ -
grubunda 2,71+1,78 ng/ml, Imoxin/ 4 grubunda 1,26+0,60 ng/ml ve Imoxin/ 8 grubunda ise
0,91+0,30 ng/ml olarak belirlenmistir. Bundan baska 2-AP/- grubunda 1,16+0,52 ng/ml, 2-
AP/ 4 grubunda 1,06+0,87, 2-AP/ 8 grubunda ise 0,67+0,15 ng/ml’ lik bir insiilin
konsantrasyonu tespit edilmistir. Buna goére tunicamycin uygulanan gruplarda insiilin
miktarinda 6nemli derecede bir diisiis saptanmistir. Yalnizca DMSO/ 4 grubunda tespit
edilen insiilin konsantrasyonu tunicamycin uygulanmamis DMSO/ - grubundan fazladir.

Insiilin konsantrasyonlarini belirlemek igin ikinci bir 6lgiim almmis ve gruplar ayn
sekilde olusturulmustur. Tespit edilen insiilin konsantrasyonlar1 Tablo 17° de ve Sekil 25° de

verilmistir. Sonuglar diger bulgularla ortiismektedir.
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Tablo 16. Hiicrelere uygulanan Tunicamycin miktarlarina gére gruplarin insiilin seviyeleri.

Gruplar / Uygulanan Tunicamycin miktarlar: (ul) Ortalama + Standart hata (ng/ml)
DMSO/ - 1,16+0,06
DMSO/ 4 1,30+1,26
DMSO/ 8 0,47+0,46
Imoxin/ - 2,71+1,78
Imoxin/ 4 1,26+0,60
Imoxin/ 8 0,91+0,30
2-aminopurine / - 1,16+0,52
2-aminopurine/ 4 1,06+0,87
2-aminopurine/ 8 0,67+0,15

1,6
1,4
" 1,2
E 1
:o: 0,8
-& 0,6
0,4
0,2
0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (ng/mL)
Sekil 22. Standart grafik.
Insulin Konsantrasyonu
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4,00 -
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-§.n 3,00 -

<%0
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| =

= 1,50

1,00 -
0,50 | I
0,00 - : : : ——
™ . 1] b * ™ b
o \ \ & & N N
& & & & &S
A8

Sekil 23. insiilin konsantrasyonlar.
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Istatiksel analiz yaptigimizda gruplarin kendi aralarinda anlamsiz bir diisiis oldugu

saplanmistir.

Tablo 17. Hiicrelere uygulanan Tunicamycin miktarlarina gére gruplarin insiilin seviyeleri.

Gruplar / Uygulanan Tunicamycin miktarlar

Ortalama Ortalama + Standart hata (ng/ml)

DMSO/ - 1,194+0,06
DMSO/ 4 1,35+1,22
DMSO/ 8 0,50+0,45
Imoxin/ - 2,72+,77
Imoxin/ 4 1,27+0,59
Imoxin/ 8 0,93+0,32
2-aminopurine/ - 1,19+0,49
2-aminopurine/ 4 1,06+0,85
2-aminopurine/ 8 0,69+0,13

Insulin

5,00 -
4,50
4,00 -
3,50 A
3,00
2,50 A
2,00 -
1,50
1,00 ~
0,50 -
0,00 -

\’
@‘9
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Absorbans
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NoOR oy o

™
&
ol

=

Konsantrasyon

Sekil 24. Standart grafik.

Insulin Konsantrasyonu

12

$
o \
& & ¢ &

Sekil 25. Insiilin konsantrasyonlar.
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5. TARTISMA

Insiilin salimma glikoza karsi bir cevap olarak olarak gerceklesmektedir. Tip 2
diyabet de yiiksek glikoza karsi diisiik miktarda insiilin salindigi bilinmektedir. Bunun
altinda yatan scbeplerden biri de ER stresidir. Fizyolojik olarak pankreastaki beta
hiicreliernde metabolik isleyis i¢in ER stres biiylik bir dneme sahip olmaktadir.

Farklt molekiilleri hedef alan yeni terapotiklerin kesfi, son yillarda diyabet ve
obezite gibi metabolik hastaliklarin artan prevalansinin iistesinden gelmek icin ¢ok 6nemli
hale gelmistir. Metaflamasyon olarak da bilinen metabolik inflamasyon, bu hastaliklarin
onde gelen komplikasyonudur.

PKR inhibitdrii Imidazolo-oksindol (Imoxin)’in daha 6nce insiilini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu amagla PKR inhibitorii imoxin’in PKR kinaz aktivitesini inhibe ettigini ve
otofosforlasyondaki potansiyeli incelenmistir (Eley ve ark, 2007; Jammi ve ark, 2003)
PKR'nin varhiginda imoxin yoklugunda IRS1'i dogrudan fosforile edilmektedir. Imoxin
ilavesi ile PKR aktivitesini inhibe etmistir ve fosforilasyon bastirilmistir. IRS1 ve elF2a
PKR ile uyarilan IRS1 ve elF2a fosforilasyonu tarafindan degistirilmemistir, negatif olarak
gorev yapan inaktif oksindoliin bir tiirevi kontrol olarak kullanilmistir. Hiicrelerdeki imoxin
etkisini tespit etmek icin fareyi tedavi edilmistir timor nekroz faktorii-o ile embriyonik
fibroblastlar (MEF'ler) hem PKR aktivasyonunu hem de IRS1'i indiikleyen (TNF-a) serin
fosforilasyonu gergeklesmistir. Bu sistemde imoksin tedavisi TNF-o kaynakli IRS1 serin
fosforilasyonunu etkili bir sekilde azaltmistir Imoxin tedavisi ile engellenmistir. ER'ye
cevaben thapsigargin PKR’mn stres aktivasyonuna bakilmistir . PKR’nin kimyasal
inhibisyonu JNK aktivasyonunu bastirmistir. Ciinkii imoxin dogrudan degisiklik
yapmamaktadir. JNK aktivitesinin, inhibisyon oldugu sonucuna varilmistir. PKR benzeri
ER ile yakindan iligkili kinaz aktivitesinin olup olmadigi kinaz (PERK) ve islevsel olarak
ilgili diger birka¢ imoksin varhiginda enzimler degistirilmistir. Imoxin tedavisine bagl
olarak PKR'yi azaltmistir Fosfo-JNK'nin islevi ve seviyeleri, bu deneyler imoksinin
PERK'ye kars1 herhangi bir etkisi olmadigin1 ortaya koymustur , bu inhibitoriin segiciliginin
bir bagka kanitida en azindan bunlara kars1 yapisal veya islevsel olarak ilgili molekiiller
PKR'de imoxin tedavisinin etkinligini belirlemek in vivo inhibisyon, genetik olarak obez
fare tedavi edilmistir ve beyaz yag dokusunda aktivite (WAT) (ob / ob) dnleyici ile 30 giin
boyunca fareler (0.5 mg / kg / giin s.c.) imoxin tedavisi ile PKR seviyelerini ve PKR'yi
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belirgin sekilde diistirmistiir ( Nakamura ve ark, 2014). PKR aktivasyonu iizerine
ekspresyon indiiklenir; Boylece toplam PKR seviyesindeki azalma, imoksinle tedavi edilmis
farelerde enflamasyon ve ayrica bu kimyasal maddenin PKR'yi hedef aldigini1 ve azaltdigim
onun etkinligi sonucuna varilmistir. Nitekim,.bulgulara gére bu farelerin WAT igindeki
aktivitesi hiicre hatlarinda, PKR inhibisyonunun ayrica JNK'nin azalmasina neden olmustur.
2-AP, kurulmus bir PKR inhibitorii imoksinden yapisal olarak bagimsiz. Ob / ob farelerinde,
2-AP'nin oral uygulamasi (200 mg / kg / giin) gelistirilmis glukoz toleransi ve insiilinle
uyarilmis glukoz imhasi bakilmistir. 2-AP'den adipoz dokularda tedavi edilen farelerde , biz
de ifadesinde bir azalma goézlenmemistir bu inhibitdrler proinflamatuar sitokinler ve
makrofaj belirtegleri i¢in 6nemli olmustur. Ayrica, serum seviyelerinin Hem ALT hem de
AST, 2-AP ile muamele edilerek azaltilmistir Potansiyel olarak 2-AP tedavisinin de
onerildigi Karaciger fonksiyonunu iyilestirilmistir.

PKR inhibisyonunun, obezite olusturulmus farelerde metabolik yararlar iiretebilecegi
kavramini desteklemektedir

Bu tez ¢alismasi ile PKR inhibitorleri olan imoxin ve 2-aminopiirin’in pankreatik
beta hiicresi B-TC-6 hiicre hatlarinda ER stresine bagli olarak insiilin salinimin etkisine
bakilmistir. Ayr1 ayri gruplarda PKR inhibitorleriyle muamele edildikten sonra, 4 ve 8 pl
Tunicamycin ve kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Bizim yaptgimiz tez ¢alismasinda PKR
inhibitdrii olmayan (DMSO) fakat 4 pl Tunicamycin varliginda kontrol grubuna gore insiilin
saliniminda artis oldugu ayni zamanda PKR Inhibitorii imoxin’ in tunicamycine maruz
kalmadan artis oldugu tespit edilmistir. Bu durum literatiir ile uyumlu oldugunu
gostermektedir. Yani yiiksek glikoza maruz kalmig beta hiicreleri PKR inhibitorii ve ER
stresi sonucunda insiilin salinimi gerceklestigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma in vitro ortaminda
yapildigr gibi, daha Onceki calismalarda in vivo ortamin yani hayvan modelininde
yapilmistir ve daha giivenilir bir yontemdir.

Ayn1 zamanda hiperglisemik ortamin beta hiicrelerde PERK aktiflesmesine bagl
olarak CHOP ve ATF3 diizeylerinde artislar oldugu gézlemlenmistir. Ek olarak tip 2
diyabetlilerde alinan pankreas drneklerinde ayni belirteglerin arttig1 goriilmiistiir. Diyabetik
farelerinde yapilan c¢alismalarda pankreatik adacik hiicrelerinde artmis olan CHOP
ekspresyonu, PERK aktivasyonu, artmis elF2o fosforilasyon diizeylerin gosterilmistir ve
PERK’in sinyal yolunu aktif oldugu diyabetik siirecin meydana gelmesinde etkli oldugu
tespit edilmistir (Chakravarthi ve ark, 2006) .
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PERK/elF2a’ nin fosforilasyonuna karsilik strese cevap vermesinde oldukga biiyiik
oenme sahiptir. ATF4’{in uyarilmasina bagli olarak artan CHOP seviyeleri GADD34
proteinin aktif olmasinda sebep olmaktadir. GADD34; protein fosfataz 1’ in kofaktorii ve
elF2a’ n1 defosforilasyonuna sebep olmakla birlikte protein sentezini arttirmaktadir.
(Scheuner ve ark, 2008). Yapilan c¢alismalar GADD34/PP1 komplesini ve elF2o’nin
fosforlanmasina engel olan selektif inhibitorler ER araciligla apoptozisi engelledigi ifade
edilmistir (Sidrauski ve ark, 1990). PERK pankreas hiicrelerin ¢ok miktarda ekspre
edilmistir. Farelerde pankreatik fonksiyonun bozuluklugu PERK tarafindan rastlanilmigtir
ve dogum sonrasi diyabet gelismistir. PERK geninde olusan mutasyon, insiiline bagimli
diyabet ile karakterize olup Wolcott-Rallison sendromuna sebep olmaktadir (Delepine ve
ark, 2000; Lai ve ark, 2007). Bizim yaptigimiz diger ¢alismada ise ER stresinin varligini
tespit etmek i¢in ‘Western blot’ analizi yapilmistir. Tunicamycin olan gruplarda artis oldugu
tespit edilmistir. ER stresin varligi belirlenmistir. CHOP’a bakildiginda ise bunun ile ilgili
sonug ortaya ¢ikmamistir

Daha once yapilan caligmalar obezite , insiilin direci, tip 2 diyabet biiyiik saglik
sorunlar tedavi segeneklerin oldugunu belirtmistir. PKR, inflamasyon, besin / patojen
algilamada, insiilin duyarliginda, glukozun dengesinde 6nemli bir anahtar modiilatordiir.
PKR aktivasyonu yapilan ¢aligmalarda obez olarak gosterilmis potansiyellerini anlamak i¢in
iki yapisal kiigiik molekiillii PKR inhibitorleri kullanilmigtir ve fare modelinde obezite,
insiilin direnci ve stres kaynakli aktivasyonu diigiirmiistiir. PKR inhibitorii adipoz doku
iltihab1 azaltmus, insiilin duyarliligi gelismistir. PKR’1 etkileyen bir tedavi siirecinin tip 2
diyabet hastaginda etkili oldugu tespit edilmistir (Nakamura ve ark, 2014).

Xbp1l, ER stres aninda proteinleri birikmesini 6nlemek amaciyla, ER’da katlanmak
tizere mRNA pargalanir. Boylelikle kalsiyumun salinmasi arttirillarak ER stres beta
hiicrelerinde insiilin mRNAlarinda azaldigit IRE1 endoniikleazin aktif olmasi sonucu
olabilecegi vurgulanmistir ve qPCR analiziyle PKR inhibitorlerin etkisine bakilmistir.
DMSO+ Tunicamycin’in Xbp 1 splicing etkisi kontrol grublarina gére en yiiksek ¢ikmustir.

Insulin salgisina etkisi az goriilmiistiir. Nedeni ne olabilir? Salgilanan insiiline direk
bakmak daha 1yi olabilir. PKR inhibatorlerinin PKR/ elF2a etkisini azalttig1 gosterilebilir.
Bir dizi dozda denenip PKR enzimi fosforilasyonu nasil degisiyor bakilabilir. PKR
inhibitorler daha ytliksek dozlarda etkisinin nasil olup olmayacagi denenebilir. Tunicamycin

ER strese sebep oluyor ama bu dozlarda apoptoza sebep oluyor mu bakilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada PERK/ elF2 o’nin pankreatik  hiicre dizilerinde ER stres ve PKR
inhibitdrlerinin insiilin salinimi tizerinde etkileri arastirilmistir.

Sonug olarak;

1) Yiiksek glikoza ortaminda biiyiitiilen beta hiicreleri ER stresine Tunicamycin
yoluyla maruz birakilmis insiilin salinimina etkilerini belirlemek i¢in bu hiicrelerde PKR
inhibitériileri (Imoxin ve 2- Aminopiirin) kullamlmistir. PKR inhibatorleri kullanilan
gruplar arasinda yapilan kiyaslamada, ER stresine maruz kalmamis kontrol guruplarinda
PKR inhibitorlerinin, insiilin salinmimin bazal seviyesinde artisa sebep olduklar
saplanmustir. Bu karsilastirmada en yiiksek artis1 PKR inhibatdrii Imoxin- gdstermistir.

Tunicamycin’in iki farkli konsantrasyonu kiyaslandiginda ise, Tunicamycin’in 4 pl
oldugu gruplarda insiilin saliniminin daha fazla arttigi gézlemlenmistir. Bu ER stresine
maruz kalmig hiicrelerde PKR inhibitorlere ragmen insiilin saliniminin gergeklestigini ve bu
etkinin yiiksek dozda Tunicamycin gurubunda daha belirgin oldugunu ifade etmektedir.
Yani ER strese maruz kalmis beta hiicrelerinde insiilin salinimi PKR inhibatorlerinden
etkilenmemektedir.

2) P-elF2a’nin fosforilasyonunun protein diizeyinde western blot analizi ile
belirlenerek Tunicamycin uygulanan hiicrelerde ER stresinin varhii tespit edilmistir.
Tunicamycin olmayanlar gruplarda da belirlenen P-elF2a.’nin fosforilasyonunun tubulin ile
kuanfikasyonlarima bakildiginda, birbirleriyle anlamli farklar oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu
sonu¢ hiicrelerin gercekten Tunicamycin ile ER strese maruz birakildiklarini
gostermektedir.

3) Hiicrelerde Tunicamycin’in ER stresi indiikledigini baska bir yontemle de
belirlemek icin yine ER stres faktorlerinden Xbpl mRNA splayslanmasi qPCR teknigi ile
incelenmis ve splayslanmis Xbpl mRNA’sinda Tunicamycin ile ©Onemli bir artis
goriilmiistiir. Splayslanmis Xbpl mRNA’st DMSO+Tunicamycin gurubunda DMSO
gurubuna gore 35 kat artmistir. Bu da bize ikinci bulguda oldugu gibi, Tunicamycin’in bata
hiicrelerde ER s tersi indiikledigini géstermistir.

Bu calisma tip 2 diyabette ER stresine maruz kalmis hiicrelerde insiilin saliniminin

olumsuz yonde etkilendigini ve ERs tersi engelleyen terapilerin insiilin salinimina olumlu
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katkilar1 oldugunu isaret etmektedir. PKR inhibitorlerine duyarliligi arttirmak da ilerde

kapsamli aragtirmalarla aydinlatilmay1 bekleyen konulardan biridir.
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