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OZET

Tip 1 Diyabet’te (T1D), pankreatik beta hiicrelerinin, progresif insiilitis
stirecinde, proinflamatuar sitokinlerin etkisi ile yikildig: bilinmektedir. TNF ve FasL’in
yaninda, IFN-gama ve IL-1beta’nin da beta hiicre 6liimiine katkida bulunarak T1D’in
ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. 1995 yilinda kesfedilen TNF-
Related Apoptosis Inducing Ligand’in (TRAIL) ise, TNF ailesi iiyesi diger sitokinlerin
aksine otoimmun reaksiyonlar1 baskilayabildigi gosterilmistir. Ancak TRAIL’1n, beta
hiicrelerinin  6lim mekanizmasinda da rol aliyor olabilecegi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla, TRAIL 1n beta hiicreleri tizerindeki etkisi, ve genel olarak T1D’teki kesin
rolii heniiz agi8a ¢ikarilamamustir.

Sonuglarimiz, kullandigimiz NIT-1 fare beta hiicre hattinda TRAIL hiicre ylizey
reseptorlerinden DR5’in en yiiksek oranda sentezlendigini, DcR1 ve DcR2 yalanct
reseptorlerinin de belirgin oranda ifade edildigini gdstermistir. Calismamizda, NIT-1
hiicrelerinde TRAIL’1n ¢o6ziilebilir formunun (sTRAIL) orta derecede sitotoksik etki
yarattig1 gosterilmistir. TRAIL inflamatuar sitokinlerle birarada uygulandiginda kisa
donemde (24 st) hiicre canliligini azaltict yonde ek bir etki gostermesine ragmen, uzun
donemde (48 st) bu etkinin kayboldugu, koruyucu etkinin dahi ortaya ¢ikabildigi
gozlenmistir. Bu sonuglarla uyumlu olarak, DRS 06liim reseptoriiniin inflamatuar
sitokinlerin etkisi ile 48. saatte baskilandig1 goriilmiistiir. NIT-1 hiicreleri iizerinde
TRAIL ligand ekspresyonu da yine proinflamatuar sitokinlerin etkisi ile 24. ve 48.
saatlerde baskilanmustir.

Bulgularimiz, NIT-1 pankreatik beta hiicrelerinde proinflamatuar sitokinler ile
birlikte TRAIL uygulamasinin, ilk asamada 6liim oraninin artirdigi, ancak sonrasinda
TRAIL’1n bu hiicrelerde inflamatuar sitokinlerin etkisine ek olarak canliligi inhibe
edici etkisinin olmadigi, koruyucu etkinin dahi ortaya ¢ikabildigi gézlenmistir.

Sonuglarimizin TRAIL’1n T1D’teki roliiniin daha iyi anlasilmasina katkida
bulunacagini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: TRAIL, NIT-1 Hl'jcreleri,_ TNF, IFN-gama, IL-1beta,
Pankreatik Beta Hiicreleri, Insiilitis, Tip 1 Diyabet
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ABSTRACT

Destruction of pancreatic beta cells during the course of progressive insulitis by
the effects of proinflammatory cytokines is well acknowledged in Type 1 Diabetes
(T1D). Besides TNF and FasL, IFN-gamma and IL-1beta have also been correlated
with beta cell deaths in T1D development. It was shown, on the other hand, that another
TNF family member, TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL), which was
discovered in 1995, could suppress autoimmune responses. However, there are also
indications on TRAIL’s possible destructive role on beta cells as well. Thus, the precise
effect of TRAIL on beta cells, and its general role in T1D is not yet fully revealed.

Our results showed that among the TRAIL transmembrane receptors, DRS is
expessed at the highest level on the NIT-1 mouse beta cell lines, while the substantial
expression of DcR1 and DcR2 decoy receptors is also evident. We detected that the
soluble form of TRAIL (sTRAIL) displayed an intermediate level of cytotoxicity in
NIT-1 cells. When applied together with the proinflammatory cytokines TNF, IFN-
gamma, and IL-1beta, TRAIL increased cell death in short term (24 hours), while no
additional cytotoxic effect to that of the proinflammatory cytokines was observed in
longer term (48 hours), along with some protective effect as well. In accordance with
these findings, DRS death receptor expression was suppressed at 48 hours with the
effect of the inflammatory cytokines. We also observed suppressed TRAIL ligand
expression on NIT-1 cells at 24 and 48 hours by application of proinflammatory
cytokines.

Our results indicate that cytotoxicity caused by the proinflammatory cytokines
was increased in NIT-1 pancreatic beta cell lines after simultaneous exposure to TRAIL
ligand in short term. Later on in longer term, TRAIL displayed no additional cytotoxic
effect, and also acted in a protective manner at some extent.

We believe that our results will contribute to the better understanding of
TRAIL’s role in T1D.

Keywords: TRAIL, NIT-1 Cells, TNF, IFN-gamma, IL-1beta, Pankreatic
Beta Cells, Insulitis, Type 1 Diabetes



TESEKKUR

Yiiksek lisans eg8itimim ve tez calismam boyunca emek veren, yol gosteren ve
her zaman destek olan, ve ayrica tez ¢aligmamda Mudirligiini yurittigi Akdeniz
Universitesi Gen ve Hiicre Tedavisi Arastirma ve Gelistirme Merkezi’nin
imkanlarindan yararlanmama olanak saglayan danisman hocam Prof.Dr. Ahter Dilsad
SANLIOGLU na,

Tez ¢alismam boyunca 6grettigi her deney i¢in, hayat tecriibelerini de benimle
paylasan, manevi babam olarak gordiigiim Prof.Dr. Nidai OZES’e,

Tez calismamda fikirleri ile katkida bulunan Yrd.Dog¢.Dr.Devrim DEMIR
DORA’ya,

Yiksek lisans ¢alismamda gerektiginde malzeme destegi sunan Prof.Dr. Salih
SANLIOGLU na,

Yiiksek lisans ve egitimimde her zaman bilgi ve birikimlerinden yararlanmami
saglayan ve bilimsel aragtirmaya tesvik eden Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
ogretim iyeleri, Prof.Dr. Nidai OZES, Prof.Dr. Sibel BERKER KARAUZUM,
Prof.Dr. Salih SANLIOGLU, Prof.Dr. Ibrahim KESER, Prof.Dr. Ozgiil ALPER,
Prof.Dr. Fahri UCAR, Prof.Dr. Ahter Dilsad SANLIOGLU, Do¢.Dr. S. Burgak
YOLDAS CELIKTEN, Yrd.Dog¢.Dr. Esra MANGUOGLU, Yrd.Dog¢.Dr. Mahmut
AKYOL, ve Yrd.Do¢.Dr. Sezin YAKUT a,

Yiiksek lisans tez calismamda Onerileri ile katkida bulunan ve bana daima
arastirma azmi veren, fikirlerimi tartisabildigim, her zaman sabir ve anlayis gosteren
Ars. Gor. Kamil SAVAS’a,

Yiiksek lisans tez calismamda Onerileri ile katkida bulunan ve destegini higbir
zaman esirgemeyen, ailem kadar yakin hissettigim PhD. Dr. Sevim KAHRAMAN
DIRICEye,

Yiiksek lisans tez ¢alismamda oOnerileri ile katkida bulunan Ars. Gor. Gokhan
GORGISENe,

Yiiksek lisans egitimim boyunca ilgili resmi islemleri yiiriiten Akdeniz
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii calisanlarina,

Yiiksek lisans tez ¢alismalarim siirecinde inanglar1 ve géstermis olduklar1 sabir
ve destek i¢in sevgili aileme icten tesekkiirlerimi sunarim.

Vi



ICINDEKILER DiZiNi

Sayfa
OZET iv
ABSTRACT v
TESEKKUR vi
ICINDEKILER DiZiNi vii
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi X
SEKILLER DiZiNi xii
TABLOLAR DIiZiNi xiv
GIRIS VE AMAC 1
GENEL BIiLGILER 2
2.1  TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) 2
2.1.1 TRAIL’1n Genel Tanimi 2
2.1.2 TRAIL Reseptorleri 3
2.1.3 TRAIL ve Reseptor Iligkisinin Onemi 4
2.1.4 TRAIL’1n Apoptotik Rolii 5
2.1.5 TRAIL’1n Apoptoz Dis1 Rolii 5
2.2  Tumor-Necrosis Factor (TNF) 7
2.3  Interferon-gama (IFN-gama) 9
2.4  Interlokin-1beta (IL-1B) 10

2.5  Tip 1 Diyabet’te (T1D) Beta Hiicre Yikimi 11

vii



MATERYAL ve YONTEMLER

15

3.1  Hiicre Kiiltiirii 15
3.2 Sitokin Uygulamalar1 16
3.2.1 Sitokinlerin Sulandirilmasi 16
3.2.2 Hiicrelerin Sitokin Uygulamalar1 I¢in Hazirlanmas1 17
3.2.3 Uygulanan Sitokin Konsantrasyonlari 18
3.2.4 MTT Canlilik/Proliferasyon Testi 18
3.2.5 Western Blot Analizi 19
3.2.6 Istatistiksel Analiz 22
BULGULAR 23
4.1  TRAIL, NIT-1 hiicrelerinde 24 ve 48. saatlerde canlilikta orta siddette
azalmaya yol acti. 23
4.2  TNF uygulamasi sonrast NIT-1 hiicre canliliginda belirgin azalma gozlendi. 25
4.3  IFN-gama ile 24 ve 48 st muamele sonras1 NIT-1 hiicre canlilifinda diisiik
oranda azalma gozlendi. 27
4.4  IL-1beta uygulamasi sonras1 NIT-1 hiicre canliliinda azalma gozlendi. 29
4.5  TNF, IFN-gama, ve IL-1beta’nin ikili ve {iglii uygulamalari, NIT-1
hiicrelerinde farkli diizeylerde 6liime yol acti. 31
4.6  Proinflamatuar sitokinlerle birlikte STRAIL uygulamasi, NIT-1 hiicrelerinde
24. saatte canlilik oranlarinda azalmaya neden olurken, 48. saatte ek
sitotoksisite gozlenmedi. 33
4.7  NIT-1 hiicrelerinin TRAIL ligand ve reseptor sentez profili belirlendi. 35
4.8  Sitokin uygulamalari, NIT-1 hiicrelerinde 24. ve 48. saatlerde TRAIL ligand

ekspresyonunu, 48. saatte ise DRS5 ekspresyonunu baskiladi.

viii

36



TARTISMA

SONUCLAR

KAYNAKLAR

OZGECMIS

iX

41

44

45

49



ASH
BID
B-KLL
cIAP
DISC
ERK
FADD
FasL
FBS
IFN-gama
IL-1beta
IRAK
JNK
MAPK
MMP
MTT
MYDS8

NK hiicreler :

NOD
PBMC
PVDF
RANKL
RIP-1
TAK-1
THR
TNF
TR
TRADD
TRAF-2
TRAF-6
TRAIL

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Antijen Sunan Hiicre

BH3-Interacting Domain

B hiicreli Kronik Lenfositik Losemi

cellular Inhibitor of Apoptosis Proteins
Death-Inducing Signaling Complex
Extracellular Signal-Regulated Kinase
Fas-Associated Death Domain

Fas Ligand

Fetal Bovine Serum

Interferon

Interleukin-1 beta

Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase
c-Jun N-Terminal Kinase

Mitogen-Activated Protein Kinase

Matriks Metalloproteinaz

Methyl thiazol-diphenyl-tetrazolium bromide
Myeloid differentiation primary response gene 88
Natural Killer (Dogal Oldiiriicii) Hiicreler
Non-Obese Diabetic (Obez Olmayan Diyabetik)
Peripheral Blood Mononuclear Cell
Polyvinylidene DiFluoride

Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand
Receptor-Interacting Protein-1

TGF-Beta Activated Kinase-1

T Hiicre Reseptori

Tumor-Necrosis Factor

TRAIL Receptor

TNF Receptor-Associated Death Domain
TNF Receptor-Associated Factor 2

TNF Receptor-Associated Factor 6
TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand



sTRAIL : soluble (¢oziilebilir) TRAIL
STH : Sitotoksik T Hiicresi

X1



SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
2.1. TRAIL proteininin yapisi 2
2.2 TRAIL geninin organizasyonu 3
23 Insanda ve farede TRAIL reseptorleri 4
24 TRAIL’1n apoptotik sinyal yolagi 5
2.5 TRAIL aracili NFkB aktivasyonu 6
2.6 TRAIL aracili PI3K ve MAPK aktivasyonu 7
2.7 TNF aracili apoptoz modeli 8
2.8 TNF aracili gen ekspresyon modeli 9
29 IFN-gama aracili sinyal iletimi 10
2.10 IL-1 beta aracili sinyal iletimi 11
2.11 T1D gelisiminde insiilitis stireci ve CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin
sitotoksik T hiicresine (CTL) doniisiimii 12
2.12 T1D’te beta hiicre yikimi 13
3.1 Hiicre sayimu. 17
4.1 L9209 hiicrelerinde farkli dozlarda sTRAIL uygulamasinin hiicre
canlilifina etkisi 23
4.2 NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda sSTRAIL uygulamasinin hiicre
canliligina etkisi. 24
4.3 NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda TNF uygulamasinin hiicre
canlilifina etkisi 26
44 NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda IFN uygulamasinin hiicre
canlilifina etkisi 28
4.5 NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda IL-1beta uygulamasinin hiicre
canliligma etkisi 30
4.6 NIT-1 hiicrelerinde ikili ve ti¢lii sitokin uygulamalarinin hiicre
canlilifina etkisi 32
4.7 NIT-1 hiicrelerinde ikili ve {i¢lii sitokin kombinasyonlarinin sTRAIL
ile birlikte uygulandiginda hiicre canliligina etkisi 34

4.8 NIT-1 hiicrelerinde belirlenen TRAIL ligand ve reseptor profili 35

Xii



4.9 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlar1 sonrast TRAIL ligandi

ekspresyon oranlari 37
4.10 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlar1 sonras1t DR5 6liim

reseptoril ekspresyon oranlari 38
4.11 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlar1 sonrast mDcR1 reseptorii
ekspresyon oranlari. 39
4.12 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlar1 sonrast mDcR2 reseptorii

ekspresyon oranlari. 40

Xxiii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa
Tablo 3.1 Western Blot i¢in hazirlanan alt jel 20

Tablo 3.2 Western Blot icin hazirlanan iist jel 20

X1V



GIRIS VE AMAC

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand’in (TRAIL) beta hiicre yikiminda rol
oynayabilecegi ileri siiriilmektedir. Ancak Tip 1 Diyabet (T1D) gelisiminde TRAIL’1n
yikici roliine isaret eden bulgular yaninda, koruyucu roliine isaret eden bulgular da
mevcuttur. Dolayisiyla TRAIL’1n beta hiicre yikiminda, ve genel olarak T1D oynadig1
rol heniiz tam olarak agiga c¢ikarilamamustir.

T1D’te hiicre Olimiiniin Ozellikle FasL, TNF, IFN-gama, ve IL-1beta
sitokinlerinin NO molekiillerinin, ve serbest oksijen radikallerinin etkisi ile
gerceklestigi bilinmektedir. Proinflamatuar siokinlerden TNF, IFN-gama, ve IL-
Ibeta’nin insiilitis siirecinde 6zellikle birarada etkilerinin beta hiicrelerini T hiicre
aracili yikima daha hassas hale getirdigi ileri siiriilmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda, TRAIL’mn TI1D gelisiminde farkli
sartlarda, ve insiilitis slirecinde etkili olan diger molekiillerin etkisiyle farkli etkiler
gosterebilecegi hipotez edildi. Bu hipotezimiz, glukoza duyarl insiilin salinimi
gerceklestirebilen NIT-1 fare beta hiicre hatlarinda arastirildi. Bu ¢ercevede, TRAIL 1n
NIT-1 hiicre canlilif1 iizerine etkisinin arastirilmasi, bunun yaninda insiilitis slirecinde
beta hiicreleri iizerinde direk sitotoksik etkilerinin yanisira beta hiicrelerini agirlikli
olarak T hiicre aracil1 yikima hassas hale getirdikleri diistiniilen TNF, IFN-gama, ve IL-
Ibeta proinflamatuar sitokinlerin varliginda TRAIL’in beta hiicreleri lizerindeki
etkisinde gozlenebilecek olasi farkliliklar: ortaya koymay1 amagladik.



GENEL BIiLGILER

2.1 TRAIL

2.1.1 TRAIL’1n Genel Tanimi

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand TNF Related Apoptosis Inducing
Ligand (TNF ile Miskili, Apoptoz Indiikleyici Ligand:
TRAIL/Apo2L/TNFSF10/CD253), 1995 yilinda 2 ayr1 arastirma grubu tarafindan
tanimlanmis olan, Tumor Necrosis Factor (TNF) ligand ailesi iiyesi bir sitokindir.
TRAIL, ckstraseliiler biriminin FasL’a %28 oraninda, ve TNF’e %23 oraninda
homoloji géstermesi ile tanimlanmig ve klonlanmistir. Bir Tip 2 transmembran protein
olan TRAIL 1n ekstraseliiler karboksi-terminal birimi, sistein proteazlar ve matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) tarafindan proteolitik olarak kesilebilir, ve ¢oziilebilir
formda da salinabilir (STRAIL) [1-4].

TRAIL proteini 281 amino asit uzunlugunda ve 32 kDa agirhigindadir (Sekil
2.1). TRAIL, sitokinler, biiyiime faktorleri, viral enfeksiyon, kromatin modifikasyonu,
ve Spl, Statl, NF-kB, Egr-2/3 ve IRF-1/3/7 gibi bir dizi transkripsiyon faktori
tarafindan regiile edilir. Insanda varyantlar1 tanimlanmistir, ancak bu varyantlarin
biyolojik 6nemi bilinmemektedir [5]. TRAIL’1n membran bagimli ve c¢doziilebilir
formlarimin bir¢ok tiimor ve kanser hiicresinde segici olarak apoptozu indiikleyebildigi
bilinmektedir. Normal hiicreler ise genellikle TRAIL 1n sitotoksik etkilerine karsi
direnglidir [5]. Kristalografi ¢caligsmalari ile, TRAIL proteini tizerinde trimer olusturmak
icin kullanilan bolgede, fonksiyonel yapinin, stabilitenin, ve biyolojik aktivitenin
korunmasinda 6nemli bir ¢inko baglanma bolgesi (Cys 230) tanimlanmustir (Sekil 2.1)
[6, 7]. Oyle ki, Cys 230 amino asiti alanin veya serin ile degistirildiginde, TRAIL’m
apoptozu indiikleme kapasitesi 6nemli derecede etkilenmistir [8]. TRAIL geni, 3 no.lu
kromozomda 3q26°da lokalizedir ve 1769 b¢ uzunlugundadir (Sekil 2.2). Genin 5
ekzonu bulunur, ve cDNA’sinin uzunlugu 1042 bg’dir [9].

Transmembrane o .
Domain Receptor Binding Region
— ! 1
1 18 38 114 281
NH: ] ] }cooH

Cys230

Sekil 2.1 TRAIL proteininin yapist [8].



Membran bagimli TRAIL, NK hiicreleri, T hiicreleri, makrofajlar ve dendritik
hiicreler gibi aktif immun hiicreler iizerinde yogun olarak ekpsrese edilirken,
coziilebilir TRAIL normal bireylerin serumunda tespit edilebilir, ve farkli hastalik
durumlarinda serumda seviyeleri degisebilir. Bunun yaninda, TRAIL transkriptleri,
timus, dalak, PBMC, prostat, over, ince barsak, kolon ve plasenta gibi farkli dokularda
onemli miktarda tespit edilmis, ancak beyin dokularinda TRAIL transkriptine
rastlanmamistir. TRAIL 1 farkli varyantlar1 oldugu bilinse de, fonksiyonlar1 tam
olarak aciga ¢ikarilamamustir [10, 11].

E-.. PNprramACTE ... W oo

132 138 nt 43nt 105 nt 428 nt

Sekil 2.2 TRAIL geninin organizasyonu [8].

2.1.2. TRAIL Reseptorleri

TRAIL, TNF ailesi tiyesi olan diger 6liim ligandlarindan farkli olarak, birgok
kanser hiicresinde segici olarak apoptozu indiikleyebilen bir molekiildiir. Bu 6zelligi
nedeniyle, ilk tanimlandig1 yillarda TRAIL ile iligkili arastirmalar genellikle yogun
olarak kanser iizerine siirdiiriilmiistiir. Ancak elde edilen bulgular, bu molekiiliin
normal hiicreler lizerinde de apoptotik olmayan kompleks fonksiyonlar1 olabilecegini
gostermistir [S]. Buna uygun olarak, ekspresyonlar1 siki regiilasyon altinda tutulan TNF
ailesi iiyesi diger sitokinlerin aksine TRAIL ligand ve reseptorleri, normal dokularda
yaygin olarak ifade edilmektedir. Bunun yaninda, diger TNF ailesi iiyelerinin genellikle
1 veya 2 reseptorii bulunmasina ragmen, insanda TRAIL’1in baglanabildigi 5 farkli
reseptor tanimlanmistir (Sekil 2.3). Cogu TNF ailesi liyesi molekiil gibi, TRAIL,
homotrimer olusturmus olan ilgili reseptoriine, yine homotrimer olusturarak baglanir
[12]. TRAIL 1n apoptozu indiikleyebilmesi i¢in, sitoplazmik bolgelerinde 6liim birimi
bulunduran agonistik TR1/DR4 ve TR2/DRS transmembran Oliim reseptorlerine
baglanmasi gerekir [8]. TRAIL 1n baglanabildigi diger iki transmembran reseptor olan
TR3/DcR1 ve TR4/DcR2 ise hiicrede apoptotik yolu baglatamaz ve
antagonistik/regiilator/yalanc1 reseptor olarak tanimlanirlar. TRAIL ayni zamanda,
coziilebilir bir reseptdr olan osteoprotogerine de baglanabilir. Osteoprotogerinin asil
ligandi, RANKL molekiiliidiir, ve osteoklastogenezde rol aldig1 diisiintilmektedir [4,
7]. Farelerdeki tek TRAIL 6liim reseptorii olan mDRS, insandaki 6zellikle DRS
reseptorlerine %60 homoloji gosterir (Sekil 3). Farede ayn1 zamanda insandaki TRAIL
antagonistik reseptorlerine homoloji gdsteren transmembran mDcR1 ve mDcR2
yalanci reseptorleri yaninda, mDcR2’nin ¢6ziilebilir bir izoformu da bulunur [13]. DR4
ve DRS reseptorleri ile optimum sinyal iletiminin, reseptorlerin kiimelenip lipid raftlar
icinde agregasyonu ile gerceklestigi bildirilmistir [14].

2.1.3 TRAIL ve Reseptor Iligkisinin Onemi

TRAIL reseptorlerinin ilgili hiicre yiizeyinde ekspresyon oraniin, TRAIL 1n
normal ve kanser hiicrelerinde apoptoz, sagkalim, proliferasyon gibi farkli biyolojik
etkilerini gergeklestirebilmesinde ©onemli oldugu bircok arastirmaci tarafindan



gosterilmistir. Ornegin TRAIL direngliligi gozlenen akciger kanser hiicrelerinde
yiiksek oranda ekprese edildigi gézlenen DcR2 reseptorii siRNA ile baskilandiginda,
hiicrelerin TRAIL’a duyarli hale geldigi gozlenmistir [15, 16]. TRAIL’mm DcR2
reseptoriine baglanmasi ile hiicre i¢i anti-apoptotik NF-kB yolunun aktive olabildigi
gosterilmis, sonraki ¢aligmalarla 6liim reseptorleri olarak bilinen DR4 ve DRS5 de dahil
olmak tizere her dort TRAIL reseptoriiniin de NFkB aktivasyonu gerceklestirebildigi
gozlenmistir [17-21].

Pankreatik beta hiicreleri lizerinde sentezlenen TRAIL reseptor profili de,
TRAIL’1In beta hiicrelerinde indiikleyebildigi sinyal yollar1 agisindan Onem
kazanmaktadir. NOD farelerde diyabet gelisimi Oncesinde, beta hiicrelerinin %80
oraninda temsil edildigi pankreatik adaciklarda DRS Oliim reseptdriiniin yanisira,
koruyucu DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerinin de 6nemli miktarda eksprese edildigi
gbzlenmistir [22]. Bu nedenle, TRAIL’ 1n beta hiicreleri iizerindeki apoptotik ve diger
etkilerinin degerlendirilmesinde, hiicre yiizey reseptorlerinin ekspresyon profili de
onem kazanmaktadir.

Human TRAIL-R

DcTRAIL-R2L

mmmmm  Intracellular death domain

- Truncated intracellular death domain

<GP GlucosilPhosphatidyl-Inositol
c Binding domain to TRAFs

Sekil 2.3 Insanda ve farede TRAIL reseptorleri [23].

2.1.4 TRAIL’1n Apoptotik Rolii

TRAIL’1n apoptotik etkisini gosterebilmesi i¢in, DR4 veya DRS o&liim
reseptorlerine baglanmasi gerekir [5] (Sekil 2.4). TRAIL 1n ti¢lii homodimer halinde
bu reseptorlere baglanmasini takiben, reseptdr trimerizasyonu gergeklesir ve
sitoplazmik kisimda DISC (Death-Inducing Signaling Complex) olusur [24]. Bu
kompleksin i¢indeki FADD (Fas-Associated Death Domain) proteini araciligiyla



prokaspaz-8 veya -10 bu kompleks ile baglantiya gecebilir, ve otokatalitik aktivasyon
gergeklesir ve apoptoz tetiklenir [25]. Burada tarif edilen dis apoptotik yolak tip 1
hiicrelerde apoptozu baglatmak icin yeterlidir. Ancak tip II hiicrelerde, apoptozun
tamamlanabilmesi i¢in DISC olusumunu takiben proapoptotik BID (BH3 Interacting-
Domain) proteininin kesimi ve bu yolla mitokondriyel i¢ yolagin da aktivasyonu
gergeklesir. Boylece apoptotik sinyal ¢ogaltilir ve apoptoz tetiklenir [5].

TRAIL reseptor
kompleksi

/
DISC (Death- inducing Sitoplazma
signalling complex)

FADD I

Pro kaspaz 8/10 Mitokondriyel

ic yolak

Al tBID
Kaspaz8/10 —>» —_—

Kaspaz 9
Kaspaz3,6,7 aktivasyonu

Sekil 2.4. TRAIL’1n apoptotik sinyal yolagi. TRAIL’m, hiicre yiizeyindeki oliim reseptorlerine
baglanmasini takiben, sitoplazmik kisimda FADD, prokaspaz-8/prokaspaz-10 ile biraraya
gelir ve DISC olusur. Kaspaz aktivasyonu ile hiicre 6liimii baslatilir, ve tip I hiicrelerde
apoptoz tamamlanir. Tip II hiicrelerde ise BID proteininin kesilmesi ve apoptotik sinyalin
artirilmasi gerekir. Bu yolla mitokondriyel i¢ yolagin da aktivasyonu gergeklesir [5, 26].

2.1.5 TRAIL’1n Apoptoz Dis1 Rolii

Diger FADD baglayan 6liim reseptorlerinin indiikledigi sinyallerde goriildiigi
gibi, TRAIL’ 1n da apoptoz diginda, NF-kB, MAP kinazlar, ve Akt aktivasyonu yoluyla
hiicrelerde biiylimeyi, sagkalimi, proliferasyonu tetikleyebildigi gdosterilmistir [5].
TRAIL1n bazi tiimorlerde anti-apoptotik etki gosterip tiimdr hiicrelerinin
sagkalimini/proliferasyonunu dahi tetikleyebilecegi de bildirilmistir [27]. Buna 6rnek
olarak, B hiicreli kronik lenfositik 16semide (B-KLL), lenfositlerle karsilastirildiginda
16semi hiicrelerinin yiizeyinde TRAIL ekspresyonunun daha fazla oldugu gozlenmis,
buna bagl olarak B-KLL hiicrelerinin bir kisminin yasam siiresinin uzadig ileri
stirtilmistiir [28, 29].

TRAIL’1n apoptotik olmayan etkilerinin goézlendigi siirecte, reseptoriine
baglamasini takiben ortaya ¢ikan DISC disinda, “ikincil yap1” (ikincil kompleks) adi
verilen ikinci bir kompleksin de olustugu gosterilmistir [5]. Ikincil yapida, DISC iginde
de yer alan FADD proteini ve kaspaz 8/10 molekiillerinin yanisira, TRADD (TNF
Receptor-Associated DD) ve TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor-2) ve RIP-1
(Receptor-Interacting Protein-1) proteinleri bulunur (Sekil 2.5). RIPI’in cIAP’ler
(cellular Inhibitors of Apoptosis Proteins) tarafindan poliubiquitinasyonu sonrast RIP1,
TAKI1 (TGF-beta activated kinase-1) ile etkilesime girer. TAK1 daha sonra IKK
kompleksi inhibitoriinii aktive ederek IkB’nin polizomal degradasyonuna ve NF-



kB’nin salmip nukleusa giderek hiicre cogalmasi/sagkalim ile ilgili genlerin
transkripsiyonuna olanak tanir [5].
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Sekil 2.5. TRAIL aracili NFkB aktivasyonu. TRAIL 1 ilgili reseptoriine baglanmasini takiben, DISC
kompleksi disinda ikincil bir kompleks olusumu gergeklesir. Ikincil yapidaki etkilesimler
sonucu ¢oklu ubiquitinasyona ugrayan RIP1 molekiiliiniin ve TAKI1 molekiiliiniin
aktivasyonlar1 ve sonrasindaki siire¢ sonucunda, NF-kB’nin nukleusa gogii gergeklesir.
Cekirdege gocen NFkB, hiicre sagkalimi/cogalmast ile ilgili genlerin transkripsiyonunu
gergeklestirir [5, 26].

TRAIL’1n indiikledigi sinyal yollar1 ayn1 zamanda ERK (Extracellular Signal-
Regulated Kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase), ve p38 gibi MAP kinazlarin
aktivasyonunu da saglayabilir, PI3K aktivasyonu ile Akt fosforilasyonu indiiklenebilir
(Sekil 2.6) [5]. Akt’nin NFkB’yi de aktive edebildigi, ve NFkB’nin sagkalim ve
cogalmanin yaninda hiicre Olimiinii de tetikleyebildigi bilinmektedir [30, 31]. Bu
nedenle, TRAIL sinyal yolaginda olusan ikincil kompleksin, sadece hiicre sagkalimi ve
cogalmasin etkilemedigi, hiicre 6liimiinii de tetikleyebilecegi ileri siirlilmektedir.
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Sekil 2.6. TRAIL aracili PI3K ve MAPK aktivasyonu. TRAIL sinyal yolaginda olusan sekonder
kompleks, PI3K ve MAPK sinyal yolaklarini da tetikleyebilir [5, 26, 32].



Yakin tarihli ¢alismalarla, TRAIL 1n apoptoz dis1 etkilerine 6nemli bir 6rnek
olarak, inflamasyon ile iliskisi belirlenmistir [5, 27]. Bulgular, TRAIL’in immun
sistemde, enfeksiyonda, ve otoimmun hastaliklarda homeostazi sagladig1 yoniindedir,
ki bu durumlarin tiimii inflamasyon ile iliskilidir. Oyle ki, TRAIL’1n diyabet, obezite,
ve metabolik hastaliklar ile iliskili olarak tanimlanan fonksiyonlarinin, kanser, obezite,
diyabet, ve inflamasyon arasinda muhtemel bir iliskiye isaret ettigi diistiniilmektedir [5,
33, 34]. Ayrica, TRAIL 1n endotel hiicre proliferasyonunu tetikleyebildigi, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde ise pro-inflamatuar sitokinlerce tetiklenen apoptoza karsi
sagkalimi, migrasyonu ve proliferasyonu indiikledigi gosterilmistir [35, 36]. Bunlarin
yaninda, immun sistemin 6nemli bir komponenti olan TRAIL 1n otoimmun diyabet
gelisim siirecinde de rol aldig1 disiiniilmektedir. Bu roliin aciga ¢ikarilabilmesi i¢in
yiiriitiilen ¢aligmalardan bir kismi, TRAIL 1n pankreatik beta hiicreleri lizerinde yikici
rol oynayabilecegine isaret etmis, ancak TRAIL’1n bu hiicreler iizerinde koruyucu
etkisi olabilecegine dair sonuglar da bildirilmistir. Bugilin bulgular agirlikli olarak
koruyucu role isaret etmektedir.

2.2 Tumor-Necrosis Factor (TNF)

TNF, bir¢ok tiimor hiicre hatti lizerinde 6nemli sitotoksisiteye neden oldugu
gozlenen, immun sistemin aktivasyonu sonrasinda makrofajlar ve lenfositler tarafindan
iiretilen ¢oziilebilir bir sitokin olarak tanimlanmaistir [37]. TNF genel olarak makrofajlar
tarafindan salinsa da, lenfoid hiicreler, mast hiicreleri, endotel hiicreler, fibroblastlar,
ve noronal dokuda da TNF salgilandig1 bilinmektedir. Intraseliiler patojenlerin tespit
edilmesini takiben, doku makrofajlar1 ve T hiicreleri, membran-iligkili TNF (mTNF)
veya proteolitik olarak tiretilen ¢oziilebilir TNF (sTNF) salgilar. TNF, kemokin ve
sitokinlerin ~ lokal ekspresyonunu tetikler, ve l10kositlerin adhezyonunu,
extravazasyonunu, ilgili bolgeye ¢ekimini, ve aktivasyonunu indiikler. Bunu takiben
TNF, dogal immuniteden kazanilmis immuniteye gecisi, antijen sunumunu ve T hiicre
kostimiilasyonunu kolaylastirir.  TNF’in yiiksek konsantrasyonlar1 sok benzeri
semptomlara yol acarken, diisiikk konsantrasyonlarda uzun siireli ekspresyonu, kas ve
yag dokusunun kaybi ile karakterize olan kaseksi durumuna neden olur [37].

Memelilerde TNF, iki ayr1 hiicre ylizey reseptorii araciligiyla ilgili hiicre i¢1
sinyalleri baslatabilir: TNFR1, sTNF icin primer reseptor iken, TNFR2, mTNF i¢in
temel reseptordiir [38]. Hiicrelerin biiyliik ¢cogunlugunda, TNFR1 TNF sinyalinin
anahtar araci reseptorii olarak ortaya ¢ikarken, TNFR2’nin lenfoid sistemde 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir [37]. Bu reseptorlerin indiikledigi sinyal yollar1 arasinda, 1kB
kinaz, c-Jun N-terminal kinaz (JNK), p38 veya p42/44 mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) yolaklar1 sayilabilir. Bu yolaklar, NFkB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorleri
aracilifryla gen ekspresyonunun kontroliinii saglar [38].

TNF homotrimerik sekilde, yine trimerize haldeki TNFR1 reseptoriine
baglandiginda, TRADD (TNFR-associated DD) molekiilii, reseptoriin sitoplazmik
oliim birimine (DD) baglanir. Bunu takiben, sekonder adaptorler RIP1, TRAF2, veya
TRAFS5’1 ¢eker. Bu baglanma, IKK komplekslerinin aktivasyonua yol agar. IKK
kompleksi, IKKalfa, beta, ve gama’dan olusur (Sekil 2.7). IKK, NFkB inhibitorii olan
ve NFkB’nin sitoplazmada kalmasini saglayan 1kB molekiiliiniin fosforilasyonu ve
degradasyonunu indiikler, ve NFkB aktivasyonu gerceklesir. TNFR1’in tersine,
TNFR2, TRAF2’ye direk olarak baglanir, ve IKK ve JNK molekiillerini aktive eder.



TRAF2’nin bolgeye getirdigi molekiiller, cIAP (cellular inhibitor of apoptosis protein)
1 ve 2, ve TRAFI’dir. cIAP1, TRAF2’nin ubiquitinasyonu ve degradasyonunu
saglarken, TRAF1 TNFR2-bagimli sinyali inhibe eder [38].

TNF’in oncelikli rolii, inflamasyonun stimiile edilmesidir. Bunun yaninda,
NFkB sinyal yolu bloke edildiginde apoptozu indiikleyebilir. TNF, sitotoksik
l6kositlerin patojen ile enfekte hiicreleri dldiirmesi i¢in FasL ve TRAIL gibi 6lim
ligandlar ile birlikte ¢alisabilir.
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Sekil 2.7. TNF aracili apoptoz modeli [38].
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Sekil 2.8. TNF aracili gen ekspresyon modeli [38].

2.3  interferon-gama (IFN-gama)

Interferonlar, ilk olarak, viral replikasyonu engelleyen ajanlar olarak
tanimlanmiglardir [39]. Reseptor ozgiilliigiine ve sekans homolojisine gore tip I ve tip
IT IFN’lar olarak ayrilirlar. Tip I IFN’lar alfa, beta, omega, ve pi alt tiplerinden
olusurken, IFN-gama bir tip II IFN’dur. Tip I interferonlarla yapisal iliskisi yoktur,



farkl1 bir reseptore baglanir, ve kromozom {iizerinde farkli bir bolgede kodlanir.
Onceleri, sadece CD4" tip 1 T helper (Th1) lenfositlerin, CD8* sitotoksik lenfositlerin,
ve NK hiicrelerinin IFN-gama salgiladig1 diisiiniildiiyse de, yapilan calismalar, B
hiicreleri, NKT hiicreleri, ve profesyonel antijen-sunan hiicrelerin de IFN-gama
salgiladigini gostermistir. NK hiicreleri ve ASH’ler tarafindan salgilanan IFN-gama
molekiilleri, enfeksiyona karsi erken konak¢i savunmasinda onemli iken, adaptif
immun cevapta IFN-gama salgilayan temel hiicreler T lenfositlerdir [40].

IFN-gama, iki IFNGR1 ve IFNGR2 zincirinden olusan IFNGR reseptoriine
baglanir. IFN-gamma’nin reseptoriine baglanmasi ile, reseptorde meydana gelen
konformasyonel degisiklik sonucu inaktif Jak2 kinaz otofosforilasyon gecirerek aktive
olur. Jak2 daha sonra Jak1 trans-fosforilasyonunu gercgeklestirir. Aktive olan Jak1, her
bir IFNGR1 zincirinde Tyr440’lar1 fosforiller ve Statl’in Src homoloji domainleri
(SH2) i¢in baglanma bolgeleri ortaya ¢ikar. Reseptore gelen ikili Statl molekiilleri,
fosforilasyonla homodimerler olarak ayrilir, nukleusa gider, ve IRF-2, iNOS, ve IFN-
beta gibi, IFN-gamma ile regiile edilebilen genlerin transkripsiyonunu indiikler veya
baskilar.
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Sekil 2.9 IFN-gama aracili sinyal iletimi [40].

2.4  Interlokin-1beta (IL-1B)

IL-1, 1940’larda aktive Iokositler tarafindan salinan, ates yiikselmesini
indiikleyen bir molekiil olarak tanimlanmistir [41]. IL-1alfa ve IL-1beta olmak iizere
iki tipi vardir. Amino asit dizisi homolojileri %27 civarinda olsa da, IL-1alfave  IL-
Ibeta’nin benzer {i¢ boyutlu yapilar1 vardir. Her ikisi de stimiile olmus monositler ve



makrofajlar tarafindan iretilir, ancak notrofiller, keratinositler, epitel ve endotel
hiicreler, lenfositler, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlarda daha diisiik seviyelerde IL-1
alfa veya IL-1beta salgilayabilir [42, 43]. Iki proteinin hiicresel lokalizasyon paternleri,
ve olgunlasma ve sekresyon siirecleri farklidir. IL-1beta, hiicrelerde kaspaz 1
araciligtyla islenir ve salinir.

IL-1beta, tipk:1 IL-1alfa gibi, biyolojik etkilerini gergeklestirebilmek i¢in IL-1
reseptor tip 1’e baglanir (IL-1RI). Bu reseptor, bir¢ok hiicre tipinin ylizeyinde eksprese
edilir. IL-lbeta, bu reseptdre baglandiktan sonra ikinci bir reseptdr zincirinin
baglanmasini takiben, bir dizi intraseliiler adaptéor molekiil buraya g¢ekilir. Bu
molekiiller arasinda, miyeloid farklilagsma faktorii 88 (MYDS8S), IL-1R ile iligkili
kinazlar (IRAK), ve TNF-receptor-associated factor 6 (TRAF6) bulunur. Bu sinyal
yolagi sonrasinda NFkB, p38, c-Jun N-terminal kinazlar (JNK), ERK, ve MAPK
proteinleri aktive olur.

IL-1beta, yine IL-1alfa gibi bir proinflamatuar sitokindir. Hem lokal hem de
sistemik cevaplar stimiile eder. Kronik inflamatuar hastaliklar ve septik sok gibi
durumlarda etkisi yikict olabilir. Ancak, IL-1beta’nin etkisi enfeksiyon kontroliinde de
esansiyeldir. Endotel hiicreler iizerinde adhezyon molekiillerinin ekpresyonunu
indiikleyerek, ve stromal hiicreler tarafindan fosfolipaz A2, siklooksigenaz 2, ve iNOS
sentaz gibi kemokin salinimini tetikleyerek inflamatuar hiicrelerin inlamasyon sahasina
gelmesini indiikler. Bu silire¢ sonucunda, inflamatuar aract molekiiller olan
prostaglandin E2 ve NO salinir, bu da lokal ve sistemik cevaplara katkida bulunur.
Sistemik etkileri arasinda hipotansiyon, ates, ndtrofili, ve trombositoz sayilabilir. Bu
etkilerin bazilari, diger sitokinler ve inflamatuar araci molekiillerin aktivasyonu
araciligtyla gergeklestirilir. IL-1beta, adaptif immun cevabin regiilasyonunda da goreve
alir.
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Sekil 2.10 IL-1beta aracili sinyal iletimi [44].
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2.5 Tip 1 Diyabet’te (T1D) Beta Hiicre Yikimi

Tip 1 diyabet (T1D), pankreatik beta hiicrelerine kars1 ortaya ¢ikan otoimmiin
saldiriin sonucu olarak beta hiicre kayb1 ve insiilin yetersizligi ile karakterizedir. Bu
siiregte insiilitis (adaciklarin immiin sistem hiicreleri tarafindan kusatilmasi ve isgal
edilmesi), ve spesifik olarak adaciklardaki beta hiicrelerinin yikimi gerceklesir. T1D’in
patogenezi, Sekil 2.12°de 6zetlenmistir [45]. T1D’te bugiin bilinen bilgilerin 6nemli bir
kismi, T1D’e yakin hayvan modelleri olarak bilinen, ve insandaki T1D patogenezine
cok yakin bir hastalik siireci sergileyen Non-Obez Diyabetik farelerden (NOD fareler)
elde edilmistir. Bu fare modellerinde insiilitisin, hayvanin siitten kesilmesinden sonra
basladigi, bolgeye oncelikle makrofajlarin geldigi ve sonrasinda T ve B lenfositlerinin
varliginin belirginlestigi, ve immun reaksiyonun beta hiicre yikimina dek stirdiigii
gozlenmistir. Beta hiicrelerine karsi immun reaksiyonun, self-tolerans bozuklugunun
yanisira, Antijen Sunan Hiicreler’i (ASH) ve lenfositleri adaciklara c¢eken cesitli
sinyaller aracilifiyla gerceklestigi bilinmektedir. Sitokinler ve kemokinler, oto-reaktif
hiicrelerin adaciklara c¢ekilmesinde, burada tutulmasinda ve otoimmun cevabin
artirllmasinda etkilidir [46]. NOD farelerde otoimmunitenin ilk sinyalleri, Langerhans
adaciklarinin periferinde makrofaj ve dendritik hiicre varligi ile ortaya ¢ikar. Bu siireg,
diyabet gelisiminde “1. kontrol noktas1” olarak tanimlanmistir. Uzun insiilitis stlireci
sonrasinda, lzerlerinde yiiksek afiniteli T hiicre reseptorleri (THR) bulunduran
otoreaktif CDS8* sitotoksik T hiicreleri (STH) selektif olarak g¢ogalirlar. Lokal
ASH’lerin yiizeyindeki peptit-MHC1 kompleksleri THR’ler tarafindan taninir, ve
yiiksek afiniteli CD8" STH onciileri, STH’ne farklilasir (Sekil 2.11). Bu siirecte
l6kositlerin periferal birikimleri ve muhtemelen degisen kemokin ekspresyonlari ile
insiilitis peri-insular alandan adaciklarin i¢ kisimlarina kayar. Periferal insiilitisten
invaziv insiilitise degisim, beta hiicre kitlesinin yikiminin baglangici kabul edilen “2.
kontrol noktasin1” temsil eder [46].

preCTL

Sekil 2.11. T1D gelisiminde insiilitis siireci ve CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin sitotoksik T
hiicresine (CTL) doniisiimii [45].

11



Beta hiicre yikiminda birgok farkli faktoriin birlikte etki gosterdigi kabul
edilmektedir (Sekil 2.12). Bumodele gore, Fas/FasL etkilesimi, TNF, IL1-beta, IFN-
gama, ve Nitrik Oksit (NO) gibi efektdor molekiiller, beta hiicre 6limiine katkida
bulunan faktorler arasindadir [47-49]. Bunun yaninda, adaciklara infiltre olan sitokin
kaynagi CD4+ ve CD8+ T hiicreleri, 6zellikle gii¢lii bir makrofaj aktivatorii olan
interferon gama (IFN-gama) salgilar. IFN-gama’nin beta hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisinin, IL-1beta ve TNF aracilifiyla aciga c¢iktigi gosterilmistir. Beta
hiicrelerinde NF-kB aktivasyonu sonrasi indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz’in (iNOS)
arttigi gosterilmistir. Rat adaciklarinda, IL-1beta’nin tek basina iNOS ekspresyonunu
artirabildigi, ancak hem insan hem de fare adaciklarinda IL-1 ve IFN-gamma birlikte
etki etmedigi siirece iNOS’un ekspresyonunun olmadigr gézlenmistir [46]. Pro-
inflamatuar sitokinlerin, T1D patogenezi sirasinda beta hiicreleri lizerindeki direk
yikim etkisi yaninda, bu hiicreleri sitotoksik T hiicreleri tarafindan yikima duyarli
kildig1 diisiiniilmektedir [50]. Bu konudaki veriler biitlin olarak degerlendirildiginde,
spesifik olarak TNF, IL1-beta, ve IFN-gama’nin pankreatik beta hiicrelerini otoimmun
yikima daha hassas hale getirdikleri kabul edilmektedir [51]. Ancak proinflamatuar
sitokinlerin beta hiicre yilkimina nasil sebep oldugu heniiz tam anlamiyla
aydinlatilamamistir [46]. Bu sitokinlerin beta hiicreleri iizerindeki etkilerinin tam
olarak bilinmesi, hem hastalik olusum mekanizmas:1 hakkinda daha fazla bilgi
saglayacak, hem de yeni terapdtik yaklasimlarin gelistirilebilmesine olanak
saglayacaktir.

Fas and MHC-| = |
NECROSIS X APOPTOSIS I __d

(NO) (Caspase Cleavage) ‘

Sekil 2.12 T1D’te beta hiicre yikimu [45].

Immun sistemin énemli bir komponenti olan TRAIL 1n da beta hiicre yikiminda
rol aliyor olabilecegine ydnelik bulgular bildirildi. Ornegin insan normal pankreas
dokusunda yiiksek TRAIL ekspresyon seviyelerinin beta hiicre 6liimii ile korelasyon
gosterdigi bulundu [52]. Bunun yaninda, NOD farelerde STZ ile hizlandirilan diyabette
yikici insiilitis gelisimine paralel olarak pankreatik beta hiicrelerinde TRAIL ligandinin
ve DcR1 yalanci reseptoriiniin ekspresyonunda énemli artis oldugu gozlendi [22]. Mi
ve ark. da, NOD farelerin pankreatik adaciklarinda TRAIL ekspresyonunun, kontrol
olarak kullanilan 13 haftalik NOD.SCID farelere ve 8-9 haftalik NOD farelere (insiilitis
safhasi) gore yikici insiilitis sathasinda (15 haftalik NOD farelerde) artis gosterdigini
bildirmistir [53]. Bunun yaninda, beta hiicresi antijenine spesifik CD4* ve CD8*
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sitotoksik T hiicre klonlarinda TRAIL ekspresyonu gozlenmistir. Bu gibi bulgular,
TRAIL’1n beta hiicre eliminasyonunda rol alabilecegini diistindiirmiistiir.

Ancak ilk bakista TRAIL 1n beta hiicrelerindeki apoptotik oliimlere aracilik
ediyor olabilecegi seklinde yorumlanabilecek olan bu bulgular, 6zellikle yikici instilitis
stirecinde aktive edilen ve 6zellikle sitotoksik T lenfositlerine kars1 gelistirilen TRAIL
aracilt bir savunma sisteminin de gostergesi olabilir. Nitekim, 3 haftalik NOD
farelerden izole edilen adaciklar farkli konsantrasyonlarda rekombinant ¢oziilebilir
TRAIL ile muamele edildiginde apoptotik etkiye rastlanmamaistir. Bu durum, TNF ve
IFN-gama ile gozlenenin aksi bir sonugtur [53]. Tip 1 diyabette (T1D) TRAIL 1n
fonksiyonunun belirlenmesine yonelik bir baska ¢alismada, TRAIL eksprese etmeyen
C57BL/6 fareler kullanilmis, ve ¢oklu diisiik doz STZ uygulamasmi takiben, bu
farelerde normal farelere oranla T1D’in ¢ok daha erken donemde ve siddetli olarak
gelistigi gosterilmistir [54]. Bunun yaninda, TRAIL-/- farelerde, diyabet ile iliskili
bir¢ok komplikasyon gelistigi bildirilmistir [55]. Ayrica, insan ve fareden izole edilen
periferal mononiiklear hiicrelerde rekombinant TRAIL uygulamasi, STZ aracili T1D’in
siddetini azaltmistir [56]. Bunun yaninda, adenoviral vektorlerle yiiksek TRAIL
ekspresyonu saglanmis olan rat pankreatik adaciklarinin diyabetik ratlara
transplantasyonu sonrasinda, insiilitis siddetinin azaldig, ve allograft dmriiniin uzatilip
fonksiyonunun giiclendigi gézlenmistir [57]. Diyabet indiikleyici ajan Siklofosfamid’in
(CY) TRAIL molekiiliiniin ekspresyonunu gii¢lii oranda baskiladigi da goriilmiistiir
[22]. Siklofosfamid’in diyabet indiikleyici etkisi, Treg hiicrelerinin fonksiyonlarinin
baskilanmasina dayanir. Bu 6zelligi yaninda TRAIL molekiiliinii de baskilamasi, bu
ajanin etki mekanizmasi hakkinda 6nemli bir ek bulgu saglamasina ek olarak, TRAIL
baskilanmasinin diyabeti hizlandirdigina dair de 6nemli bir gdsterge niteligindedir.

Tim bu c¢alismalar, bugiin TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri tizerindeki
etkisini tam olarak agiga cikaramamistir. Bu etkinin, farkli kosullarda ve hastalik
gelisim siirecinde farkli basamaklarda degisebilecegi de diisiiniildiiglinde, bu konuda
yapilacak aydinlatict ek caligmalar, hem diyabetin mekanizmasimnin daha iyi
anlasilmasina katkida bulunabilecek, hem de diyabette terapotik etkisi dahi olabilecegi
diisiiniilen TRAIL molekiiliiniin bu olas1 potansiyeli daha iy1 anlasilabilecektir. Aslinda
TRAIL1n insanda diyabet gelisiminde yikict rol oynayabileceginin diisiiniilmesi,
biliyiik oranda, diyabetin ilerleyen evrelerinde TRAIL miktarinda gozlenen artisa
dayanmaktadir. Clinkii primer insan beta hiicrelerinin genel olarak TRAIL 1n apoptotik
etkisine kars1 direngli oldugu bilinmektedir [58]. Bununla baglantili olarak, TRAIL
oliim yolunun aslinda insan adacik beta hiicrelerinde mevcut ve fonksiyonel oldugu,
ancak normal adacik hiicrelerinde TRAIL 6liim yolunu inhibe eden tanimlanmamis
inhibitorler oldugu vurgulanmistir. TRAIL ligandinin ve bu liganda ait tiim
transmembran reseptorlerinin insan beta hiicrelerinde eksprese edildigi bildirilmistir.
Bu asamada akla baska bir soru gelmektedir. Normalde insan primer beta hiicrelerinde
inaktif durumda bulundugu varsayilan TRAIL 6liim yolu, farkli sartlar altinda TRAIL
hiicre yiizey reseptdrlerinin veya hiicre i¢i baz1 apoptotik inhibitdrlerin ekspresyon
oranlarinin degismesi ile aktive olabilir mi? Oyle ki, insulinoma kdkenli CM ve HP62
insan beta hiicre hatlarinda TRAIL 1n FasL, TNF, Ltalb2, Lta2bl, ve IFN-gama’dan
cok daha fazla sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir [58]. Bu hiicrelerin TRAIL reseptor
antagonistleri ile muamelesi, TRAIL 1n sitotoksisitesini bloke edebilmistir. Bu gibi
caligmalarla, farkli 6zelliklere sahip beta hiicre hatlarinda yapilan caligmalardan 6nemli
bilgiler elde edilebilmektedir. Ticari olarak ulasilabilen, ve insiilin eksprese eden sinirl
saylda beta hiicre hatti bulunmaktadir. Bunlara bir 6rnek teskil eden insulinoma kdkenli
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Min 6 fare beta hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada, TRAIL 1 bu hiicrelerde
apoptozu indiiklemedigi gozlenmistir. Bunun yaninda, TNF ve IFN-gama ile muamele
edilen Min 6 hiicrelerinde TRAIL ekspresyonunun artigi dikkat c¢ekmistir [53].
TRAIL’1n apoptotik etkisinin daha fazla sayida beta hiicre hattinda test edilmesi, farkli
ozelliklerin bu etkiyi nasil degistirdiginin anlagilmasi i¢in 6nemli olacaktir.

Bu tez calismasinda, hipotezimizi bu ¢ercevede kurduk ve NIT-1 insiilinoma
kokenli hiicre hatlarinda TRAIL 1n apoptotik etkisini ve TNF, IFN-gama, ve IL-1beta
molekiillerinin etkisiyle TRAIL ekspresyonunda meydana gelebilecek olast
degisiklikleri aragtirdik.
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MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Hiicre Kiiltiirii

NIT-1 Hiicreleri:

NIT-1 hiicreleri ATCC’den temin edildi ve %5 CO, ve %95 nem bulunan
ortamda, 37°C sicaklikta T25 flasklarda tiretildi. NIT-1 hiicreleri, on haftalik disi NOD
farelerin pankreatik Langerhans adaciklarindan elde edilen insulinoma kdkenli adheren
hiicrelerdir.

L929 Hiicreleri:

L-929 hiicreleri ATCC’den temin edildi ve %5 CO, ve %95 nem bulunan
ortamda 37°C sicaklikta T25 flasklarda iiretildi. L-929 hiicreleri, 100 giinliik 3CH/An
erkek farelerin subkutan bag dokusundan elde edilen, kiiltiire edildiklerinde fibroblastik
ve adheren 6zellik gosteren hiicrelerdir. TRAIL 1n apoptotik etkisine duyarli olduklar
bilinmektedir.

Kullanilan Solusyonlar:

F12-K Ham’s Besiyeri:

NIT-1 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanildi. Bir sise toz besiyeri (Sigma, N3520)
900 ml distile su i¢inde i¢ine karistirict atilarak ¢oziildii. Coziilmeye devam ederken
icine 2,5 g sodyum bikarbonat (NaHCO3; Sigma S5761) eklendi ve pH’s1 7.2°ye
ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlandi. Besiyeri steril kabinde 0,22 pm
filtreden gecirildi ve final konsantrasyonu %10 oraninda olacak sekilde 100 ml inaktif
FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom AG; S0115) ve final konsantrasyonu %1 olacak
sekilde 10 ml Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin soliisyonu (Biological Industries)
ilave edildi.

DMEM Besiyeri:

L929 hiicrelerinin kiiltiiriinde kullanildi. Hazirlanmasi i¢in bir sise toz besiyeri
(Sigma D5648; 4,5 g/l glukoz ve L-glutamin) ve 3,6 g sodyum bikarbonat 900 ml distile
su icerisinde ¢ozilildii ve 1 litreye tamamlandi. Steril kabinde 0,22 pm filtreden
gecirildikten sonra, final konsantrasyonu %1 olacak sekilde 10 ml Penisilin-
Streptomisin-Amfoterisin soliisyonu (Biological Industries) eklendi. Serumlu DMEM
icin %10 oraninda 100 ml inaktif FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom AG; S 0115)
ilavesi yapildu.

Phosphate Buffer Saline (PBS) Soliisyonu:

8 g NaCl (Sigma), 0,2 g KCI (Sigma), 1,44 g NaH>PO4 (Sigma), ve 0,24 g
KH>PO4 (Sigma) tartildi ve 800 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Solusyonun pH’s1 NaOH
ile 7.4’e ayarland1 ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan
soliisyon steril kabinde 0,22 um vakumlu filtreden gecirildi.
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Tripsin-EDTA Soliisyonu:
10X Tripsin-EDTA soliisyonu (Biochrom AG; L2153), PBS ile 10 kat
seyreltilerek 1X konsantrasyonda kullanildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi:

T25 flasklarda dretilen hiicreler, flask yiizeyinin yaklasik 9%80’ini
kapladiklarinda pasajlandi. Bunun igin, besiyeri ¢ekilerek atildiktan ve 5 ml PBS ile
yikandiktan sonra, 1 ml Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek 3-5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Hiicreler yiizeyden ayrilmaya baslayinca 5-10 ml serumlu
besiyeri ile siispanse edilerek santrifiij tiipiine alind1 ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant atild1 ve ¢okelti 20 ml serumlu besiyerinde homojenize edilerek 4
adet T25 flaska dagitildi. NIT-1 hiicrelerinin besiyeri her 3 gilinde bir tazelendi. L929
fibroblastik hiicre hatt1 ¢ok hizli iirediginden dolayr hergiin besi yeri degistirilerek
yaklasik 2 glinde 1 pasaj yapildu.

Hiicrelerin dondurulmasi:

T25 flasklarin yiizeyini yaklasik %80 oraninda kaplayan hiicreler, PBS ile
yikanip Tripsin-EDTA soliisyonunda 3 ila 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra serumlu besiyeri ile siispanse edildi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atildiktan sonra ¢okelti, %10 DMSO ve FBS karisimiyla siispanse edilerek
Cryo.s™ tiiplere boliindii (1 T25 flasktan yaklasik 3 adet). Alkol kaplarinda 1 gece -
80°C’de bekletildikten sonra sivi azot tankina aktarildi.

3.2 Sitokin Uygulamalar:

3.2.1 Sitokinlerin Sulandirilmasi

sTRAIL:

Liyofilize halde satin alinan fare ¢oziilebilir aktif TRAIL proteini (sTRAIL)
(Peprotech, 315-19), 100 pl steril su eklenerek, final konsantrasyonu 1 mg/ml olacak
sekilde sulandirildi. Elde edilen stok, 10’ar ul alikotlandi. Alikotlardan biri uygulama
icin ayrilip final konsantrasyonu 100 ng/pl olacak sekilde steril distile su ile sulandirildi
ve uygulamalar siiresince +4°C’de tutuldu. Diger alikotlar -20°C’de saklandi.

TNF (50 pg):

Liyofilize haldeki fare aktif TNF proteini (Abcam, ab157351), 50 pl steril su
eklenerek final konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde sulandirildi. Elde edilen stok,
10’ar pl alikotlara ayrildi ve uygulamalar siiresince +4°C’de tutuldu. Alikotlardan biri
uygulama i¢in ayrilip, final konsantrasyonu 100 ng/ul olacak sekilde %5 calf serum
iceren besi yeriyle 10 kat sulandirildi. Diger alikotlar -20°C’de saklandi.

IFN-gama (100 pg):

Liyofilize haldeki fare aktif IFN-gama proteini (Abcam, ab9922), 100 pl
sodyum fosfat (pH 8) eklenerek 1mg/ml final konsantrasyonu elde edildi. Elde edilen
stok, 10’ar pl alikotlara ayrildi ve uygulamalar siiresince +4°C’de tutuldu. Alikotlardan
biri uygulama i¢in ayrilip, final konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde steril su ile 20
kat sulandirildi. Diger alikotlar -20°C’de saklandi.

IL-1beta (10 pg):
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Liyofilize haldeki fare aktif IL-1beta proteini (Abcam, ab9723), 100 pl steril
suda ¢oziilerek 0,Img/ml final konsantrasyonu elde edildi. Elde edilen stok, 10’ar pl
alikotlara ayrildi ve uygulamalar siiresince +4°C’de tutuldu. Alikotlardan biri
uygulama igin ayrilip, final konsantrasyonu 10 ng/ul olacak sekilde steril su ile 10 kat
sulandirildi. Diger alikotlar -20°C’de saklandh.

Sodyum fosfat (Na2PQ4) hazirlanmasi (Sigma, 042276) :

100 ml steril suda 1,419 gr Na;PO4 ¢6ziildi ve 0,22 um filtreden gecirildi. Elde
edilen stok solusyondan 10 pl alinarak 90 pl steril suda ¢ozdiiriilerek 10 mM NazPOq
hazirlandi.

3.2.2. Hiicrelerin Sitokin Uygulamalari icin Hazirlanmasi

Hiicre Sayimi:

Thoma laminda hiicre sayimina hazirlik olarak hiicreler tripsinle kaldirilarak
besiyerinde siispanse edildi. Bu siispansiyondan 100 pl alinarak 1 ml ependorf i¢inde
100 pl Trypan Blue ile karistirildi ve pipetaj yapildi. Canli hiicreler Trypan Blue
sollisyonunu gecirmez. Hiicre zarmmin herhangi bir nedenle zarar gérmesi halinde
kullanilan boya hiicre igerisine girer ve sitoplazmay1 boyar. Mikroskopta canli hiicreler
parlak sar1 renkte, 6lii hiicreler ise mavi renkte goriiliir.

Hiicre sayisinin belirlenme formiilii: Hs x Do x Ss (s: Hiicre say1s1, Do: Dililisyon orani,
Ss: 0,1 mm® de gergeklestirilen saytmmn 1 ml hacimdeki karsiligmin bulunmasi ve
standart sonug elde edilmesi amaciyla kullanilir. Sabit say1 10.000’dir).

)
0,05

3mm

Sekil 3.1 Hiicre sayimi. Thoma laminda 0,1 mm? hacimde sayim yapilir. 1 kiigiik kare olarak belirtilen
kare prizmanin hacmi = 0,005 mm x 0,05 mm x 0,1 mm = 0,00025 mm? = 1/4.000 mm?>’tiir. Bir
sayim alaminda 16 x 25 = 400 kiigiik kare olduguna gore toplam sayim hacmi = 0,00025 mm? x
400 = 0,1 mm?>’ diir.

Hiicrelerin 96 Kuyulu Kiiltiir Kaplarina Ekimi:

Yukarida verilen hiicre sayim metodu uygulanarak NIT-1 hiicreleri yaklagik
50.000 hiicre/kuyu, ve L929 hiicreleri 10.000 hiicre/kuyu olacak sekilde uygun sekilde
pipetajlanarak multipipet ile ekim yapildi. Mikroskopta genel dagilim kontrol
edildikten sonra hiicreler ve %5 CO, ve %95 nem bulunan ortamda, 37°C sicaklikta
muhafaza edildi. Ekim sonrasi, sitokin uygulamalar1 6ncesinde hiicrelerin tutunup
toparlanabilmeleri i¢in 1 giin beklendi.
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3.2.3. Uygulanan Sitokin Konsantrasyonlari

Doz denemeleri:
sTRAIL

NIT-1 ve L929 hiicrelerine, 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle 25 ng/ml, 50
ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml konsantrasyonlarinda sTRAIL uygulandi.

TNF
NIT-1 ve L929 hiicrelerine, 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle 40 ng/ml, 100
ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml ve 1000 ng/ml dozlarda sSTRAIL uygulandi.

IFN-gama
NIT-1 ve L929 hiicrelerine, 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle 40 ng/ml, 100
ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml ve 1000 ng/ml dozlarda IFN-gama uygulanda.

IL-1beta
NIT-1 ve L929 hiicrelerine, 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle 20 ng/ml, 40
ng/ml, 50 ng/ml, ve 100 ng/ml dozlarda IL-1beta uygulandi.

Birlikte uygulamalar:

Ikili uygulamalarda TNF 40 ng/ml, IFN-gama 1000 ng/ml, ve IL-1beta 100
ng/ml uygulandi. Bu ikili uygulamalar ile birlikte hiicrelere STRAIL de verildiginde,
50 ng/ml doz kullanildi.

3.2.4. MTT Canhlik/Proliferasyon Testi

MTT Testi

Methyl thiazol-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) testi, hiicre canliligini ve
proliferasyonunu test etmek icin kullanilan testlerden biridir. Testin temeli, canh
hiicrelerin metabolik aktivitelerinin O6l¢iimiine dayanir. Canli hiicreler, ortamdaki
MTT yi renkli formazan kristallerine doniistiiriir. Ortaya ¢ikan formazan kristallerinin
miktari, ¢oziinmelerini takiben 540 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenebilir.
Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha ¢ok aktivite
gosterdigi i¢in, bu yontem hiicre canliligini ve sitotoksiteyi 6l¢gmenin yaninda, hiicre
proliferasyon oranina da isaret eder. Suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzu olan MTT, tuz
soliisyonlar1 ile hazirlandiginda sarimtirak bir sdliisyon halindedir. Tetrazolium
halkasinin dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi sonucu MTT mor renkli,
¢Ozlinebilen formazana doOniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrileri
aracilifiyla gerceklesir. Olusan bu formazan bir ¢oziicii yardimiyla ¢oziillir ve ortaya
cikan kolorimetrik reaksiyon spektrofotometrik olarak okunup miktar tayini yapilir.

MTT (5 mg/ml):

(Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT,
AppliChem, A2231) 5 mg tartild1 ve 10 ml PBS i¢inde ¢oziildii. Steril kabinde 0,22 pm
filtreden gecirilerek karanlikta muhafaza edildi.

MTT testi i¢in, 96 kuyulu kiiltiir kabindaki kiiltiire edilmis olan hiicrelere, 100
pl besiyeri varliginda 20 pl MTT soliisyonu (5 mg/ml) eklendi ve 4 saat 37°C’de
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tutuldu. Siire sonunda besiyeri uzaklastirildi ve 100 ul DMSO (Sigma) eklendi, 5-10
dakika calkalandiktan sonra spektrofotometrik ol¢iim yapildi (test dalga boyu 540 nm,
referans dalga boyu 690 nm).

3.2.5. Western Blot Analizi

Triton-X Lizis Tamponu:

100 mM Sodyum Floriir (NaF), 50 mM HEPES, 150 mM Sodyum Kloriir
(NaCl), %10 Gliserol, %1,2 Triton-X 100, 1 mM Magnezyum Kloriir (MgClz), | mM
proteaz inhibitdr kokteyli (Roche, 11 836 145 001) karistirilarak pH’s1 7,4’e ayarlandi.

Resolving (Ayristirma) Tamponu:
1 litre tampon hazirlamak i¢in 1,5 M Tris Base’den (Vivantis, PR0612)
(pH:8,8), 181,64 gr tartild1 ve bidistile H2O’da ¢oziildii. 0,22 um filtreden gegirildi.

Stacking (Yiikleme) Tamponu:
1 litre tampon hazirlamak icin 0,5 M Tris Base’den (Vivantis, PR0612) (pH:
6,8) 60,5 gr tartildi ve bidistile H>O’da ¢6ziildii. 0,22 pm filtreden gegirildi.

Running (Yiiriitme) Tamponu (10X):
15 gr Tris Base, 94 gr glisin (Vivantis, PRO0608), 50 ml %10 SDS karisim
bidistile H>O ile 1 litreye tamamlandi.

PBST :
1 litre 1X PBS soliisyonuna 1 ml Tween20 ilave edilerek hazirlandi.

SDS Yiikleme Tamponu:

1 ml gliserol, 3 ml %10 SDS, 1,25 ml 1 M Tris- HCI (pH 6,7), ve 1-2 pg
bromofenol mavisi karistirildi, 0,22 um filtreden gegirildi. Kullanilmadan 6nce 1 ml’ye
50 pl B-merkaptoetanol ilave edildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS):
0,1 gr APS (Sigma, A3678) bidistile H>O’da ¢oziildii. Deneylerden hemen 6nce
taze olarak hazirlandi. +4 °C’ de saklandi.

Transfer Tamponu:
3,75 gr glisin ve 7,25 gr Tris Base 1 litre bidistile HO’da ¢oziilerek iizerine 250
ml metanol (Sigma, 24229) ilave edildi.

AKkrilamid/Bisakrilamid (29/0,8):
29 gr akrilamid ve 0,8 gr bisakrilamid 100 ml bidistile H>O’da ¢6ziildii ve 0,22
um filtreden gegirildi.

Hiicre Lizatimin Hazirlanmasi:

Kiiltiirdeki hiicrelerin besi ortam1 uzaklastirildi, 5 ml soguk 1XPBS ile yikama
yapildi. Hiicrelere 1 ml Triton-X Lizis tamponu uyguland1 ve scraper ile kazindi. Dipte
toplanan hiicreler iki-li¢ kez pipetaj yapilip steril 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alindi.
Ornekler buz iizerinde 10 dakika tutulduktan sonra 1 dakika vortekslendi ve 10.000

19



rpm’de santrifiij edildi. Siipernatanlar yeni steril ependorf tiiplerine aktarilarak 6rnekler
deneye hazir hale getirildi, deney hemen yapilmayacaksa -80°C’ye kaldirildi.

Protein Miktar Tayini:

Toplanan hiicre lizatlarinin protein miktar1 Bradford (Bio-Rad, 500-0006)
reaktifi kullanilarak BSA standardina karsi gerceklestirildi. Stok BSA (10 mg/ml)
solisyonundan 1 pg/ul olacak sekilde soliisyon hazirlandis. Standart egrinin ¢izilmesi
icin bu soliisyondan iiglii tekrarlar olacak sekilde 96 kuyucuklu kaplara 1, 3, 5,7, 9, 11,
13 ve 15’er pl konuldu. Hiicre lizatlar1 -80°C’den ¢ikarilarak buz iizerinde eritildi ve
ayni 96 kuyulu kaba {iger tekrar olacak sekilde 1’er ul ilave edildi. BSA standardi ile
ornekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okundu. Uglii tekrarlarin
ortalamasi alinarak olusturulan standart egrinin formiiliine gére Orneklerin protein
konsantrasyonlar1 belirlendi.

Jel Hazirlanmasi:

Tablo 3.1 Western Blot i¢gin hazirlanan alt jel.

%7 %10 Y012 %015

Bidistile HO | 15 ml 11,55 10,5ml | 7,05
ml ml

Ayristirma 7,5 ml 75ml | 7,5ml 7,5 ml
Tamponu
Akrilamid 7,05ml | 10,5 12 ml 15 ml
(29:0,8) ml
%10 SDS 0.3 ml 0,3ml | 0,3 ml 0,3 ml
%10 APS 0,3 ml 0,3ml | 0,3 ml 0,3 ml
TEMED 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul
Toplam 30 ml 30ml | 30 ml 30 ml

Tablo 3.2 Western Blot i¢in hazirlanan st jel.

Sml 10 ml
Bidistile H,O 3ml 6 ml
Yiikleme Tamponu 1,25 ml 2,5 ml
Akrilamid (29:0,8) 0,625 ml 1,25 ml
%10 SDS 50 pl 100 pl
%10 APS 50 pl 100 pl
TEMED Sul 10 pl
Toplam 5 ml 10 ml
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Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi:

Bradford yontemiyle protein miktar1 belirlenen 6rneklerden 100 pg alinarak
iizerine esit hacimde B-merkaptoetanol iceren SDS yiikleme tamponu konuldu ve
kaynayan suda 5 dakika bekletildi. Uygun pipet uclariyla, hazirlanan poliakrilamid jele
yiiklendi. Jele yiiklenen ornekler yiikleme jelini gecene kadar 120 voltta, ayristirma
jelinde ise 150 voltta yiiriitiildii. Yiiriime sonunda PVDF membrana transfer asamasina
gecildi.

Proteinlerin Jelden PVDF Membrana Transferi:

Ornekler vyiiriitiildiikten sonra transfer igin kullanilacak siingerler transfer
tamponunda 1slatildi. Transfer aparatinin siyah ve negatif yiiklii olacak kismina
siingerlerden biri yerlestirildi. Uzerine transfer tamponunda 1slatilmis Whatman kagidi
(Bio-Rad, 1703956) vyerlestirildi. Orneklerin yiiriitiildiigii jel, plakalar arasindan
dikkatlice c¢ikarilarak bunun iizerine kondu. Jel {izerine PVDF membran 0,45 pm
(Millipore) metanolde aktive edildikten sonra jelin iizerine hava kabarcig1 kalmayacak
sekilde yerlestirildi. Bunun da iizerine yine transfer tamponuyla 1slatilmis Whatman
kagidi ve diger siinger konularak transfer aparati kapatildi. Bekletilmeden, transfer
tamponuyla doldurulan ve buz igerisine konulmus transfer cihazina yerlestirildi.
Omnekler gece boyu 40 voltta transfer edildi.

PVDF Membranin Isaretlenmesi:

Bloklama ve Antikor ile Isaretleme:

Transfer sonrast PVDF membran bloklama soliisyonu i¢ine alindi. PBST-
BSA’da (1XPBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA) 2 saat bloklandi. Daha sonra membran
PBST-BSA i¢inde hazirlanmis primer antikor soliisyonu icine alinarak 1 saat oda
sicakliginda calkalandi. Primer antikor olarak TRAIL (1:1000, R&D AF347), DRS
(1:1000, R&D AF721), DcR1 (1:1000, R&D AF630), ve DcR2 (1:1000, R&D AF633);
yilikleme kontriilii olarak - aktin (1:2000, sc-81178), antikoru kullanildi. Membran
PBST ile iki kez 30’ar dakika yikand1 ve sekonder antikor (Anti-Goat) (Bio-Rad, 172-
1034) soliisyonu i¢ine aliarak 1 saat oda sicakliginda calkalandi. Membran iki kez
30’ar dakika PBST ile yikandi. ECL (Bio-Rad, 170-5060) soliisyonunda 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda fazla ECL uzaklastirildi. Kemiliiminensa duyarl
film blot’un lizerine konularak karanlik odada 15 saniye, 30 saniye, 1 dakika, 15 dakika,
ve 30 dakikalik bekletmeler sonucunda banyo edildi.

Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilabilmesi i¢in “strip-off” islemi
uygulanarak membran yeniden igaretlemeye hazir hale getirlidi. Strip-off soliisyonu
hazirlandi (12,5 ml yiikleme tamponu, 20 ml %10 SDS, 67,5 ml bidistile H>O ve 704
ul B-merkaptoetanol), ve su banyosunda 55°C’ye getirildi. Membran yine 55°C’ye
isitilmis galkalamali inkiibatérde 30 dakika boyunca agzi kapakli bir kapta inkiibe
edildi. Bu asama membranda Onceden isaretleme icin kullanilan antikorlari
membrandan s6kmek i¢in yapilan bir asamadir. Siire sonunda PBST ile 10’ar dakika 2
kez oda sicakliginda yikandi. Ardindan membran yiikleme kontrolii olarak 1:2000
konsantrasyonda hazirlanan B-aktin antikoru (sc-81178) ile isaretlendi.
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3.2.6 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in GraphPad (Prism) programi kullanild1 ve Student’s ¢ test
ile istatistiksel analizler yapildi. Hata paylar1 SEM (Standard Error of Mean) degerleri

ile belirlendi ve 0.05 p degerinin alt1 anlaml1 olarak kabul edildi. (*p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001).
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BULGULAR

4.1 TRAIL, NIT-1 hiicrelerinde 24 ve 48. saatlerde canlihikta orta siddette
azalmaya yol acti.

Bircok kanser hiicresinde apoptotik etki gosteren TRAIL molekiiliiniin saglikli
hiicrelerde genellikle apoptozu indiiklemedigi bilinmektedir. Fare [53] ve insan [58]
primer pankreatik adaciklarinin TRAIL’in apoptotik etkisine direngli oldugu
gosterilmistir. Ancak bazi pankreatik hiicre hatlarinin TRAIL uygulandiginda 6liime
gittigi de bildirilmistir. Calismamizda, 6ncelikle TRAIL’a duyarli oldugu bilinen L-929
fare fibroblast hiicre hattina sSTRAIL uyguladik (Sekil 4.1). Bu hiicrelerde 24 saat
sTRAIL uygulamasi1 sonrasi hiicre canliliginin yaklagik %45 oraninda azaldigi
gozlendi. NIT-1 fare pankreatik beta hiicre hattinin TRAIL 1n etkisiyle hiicre 6liimiine
gidip gitmedigini gozleyebilmek i¢in ise, NIT-1 hiicrelerine 24, 48, ve 72 saat boyunca
25, 50, 100 ve 250 ng/ml dozlarda sSTRAIL molekiilii uygulandi. Siire sonunda MTT
testi yapildi (Sekil 4.2). Sekilde goriildiigl gibi, 24 saatlik ve 48 saatlik uygulamalarda,
TRAIL1n farkli dozlarmin NIT-1 hiicrelerinde %15-%40 aras1 oliime yol actig1
gozlendi. Ancak 72 saatlik Olglimlerde, TRAIL’in sitotoksik etkisinin azaldigi,
hiicrelerin proliferasyonunun devam ettigi gozlendi.
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Sekil 4.1 1929 hiicrelerinde farkli dozlarda sTRAIL uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. L929
hiicreleri, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten 1 giin sonra 24 saat siireyle 25, 50, 100,
ve 250 ng/ml dozlarda sTRAIL uygulamasi yapildi. Sonuglar 6 farkli kuyucukta okunan
degerlerin ortalamasidir.
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Sekil 4.2
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NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda sTRAIL uygulamasinin hiicre canlilifina etkisi. NIT-1
hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildikten 1 giin sonra 25, 50, 100, ve 250 ng/ml
dozlarda sTRAIL uyguland1 ve 24 (iist panel), 48 (orta panel), ve 72 saatlik (alt panel) hiicre
canlilik 6l¢iimleri gergeklestirildi. Sonuglar 6 farkli kuyucukta okunan degerlerin ortalamasi
olarak verilmistir. (Student’s t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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4.2 TNF uygulamasi sonrasi NIT-1 hiicre canhhi@inda belirgin azalma
gozlendi.

Immun sistemin dnemli bir komponenti olan TNF’in, patojen istilasina karsi
kemokin ve sitokinlerin lokal ekspresyonunu tetikledigi, 16kosit adhezyonunu, ilgili
bolgeye ¢ekimini ve aktivasyonunu indiikledigi, bunlarin yanisira bir¢ok timor hiicre
hattinda sitotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir. Beta hiicrelerinin 6lim
mekanizmalarinda da adi gegen TNF’in, NIT-1 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii tetikleyip
tetiklemedigi, doz calismalar1 (40, 100, 250, 500, 1000 ng/ml) ile belirlendi. TNF
molekiiliiniin NIT-1 hiicrelerinde 6nemli sitotoksisiteye sebep oldugu, 72 saat
uygulama sonrasi 250-1000 ng/ml dozlarin hiicrelerin %80’inin canliliginda azalma
gozlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3  NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda TNF uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. NIT-1

hiicreleri, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten 1 giin sonra 40, 100, 250, 500, ve 1000
ng/ml dozlarda 24 saat (iist panel), 48 saat (orta panel) ve 72 saat (alt panel) boyunca TNF
uygulamasi yapildi. Sonuglar 6 farkli kuyucukta okunan degerlerin ortalamasidir. (Student’s
t test, ¥**p<0.001).
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4.3 IFN-gama ile 24 ve 48 saat muamele sonrasi NIT-1 hiicre canhhginda
diisiik oranda azalma gozlendi.

CD4* ve CD8" lenfositlerin yaninda, NK hiicrelerinin, B hiicrelerinin, NKT
hiicrelerinin, ve profesyonel antijen-sunan hiicrelerin (ASHler) IFN-gama salgiladigini
gosterilmistir. Insiilitis siirecinde, adaciklara infiltre olan CD4* ve CD8* T hiicrelerinin
salgiladigi IFN-gama’nin da beta hiicre dliimiine katkida bulundugu gosterilmistir.
Calismamizda, IFN-gama’nin NIT-1 hiicrelerinde direk sitotoksisiteye neden olup
olmadigiinin arastirilmasi amaciyla 40, 100, 250, 500, ve 1000 ng/ml dozlarda IFN-
gama uygulamasi yapildi. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda NIT-1 hiicre canliliginda
disik oranda azalma gozlenirken, 72 saatlik IFN-gama uygulamasi ile hiicre
proliferasyonunda artis goriildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4  NIT-1 hiicrelerinde farkli dozlarda IFN uygulamasinin hiicre canliligia etkisi. NIT-1
hiicrelerine, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten 1 giin sonra 40, 100, 250, 500, ve 1000
ng/ml dozlarda 24 saat (iist panel), 48 saat (orta panel) ve 72 saat (alt panel) boyunca IFN
uygulamasi yapildi. Sonuglar 6 farkli kuyucukta okunan degerlerin ortalamasidir. (Student’s
t test, *p<0.05, **p<0.01).
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4.4 IL-1beta uygulamasi sonrasi NIT-1 hiicre canlihginda azalma gozlendi.

Ozellikle stimiile olmus monositler ve makrofajlar tarafindan iiretilen IL-
Ibeta’nin, pankreatik beta hiicrelerini sitotoksik T hiicreleri tarafindan yikima duyarlt
kilan molekiillerden biri oldugu, ancak bunun yaninda bu hiicreleri direk Oliime
gotlirebilecegi de diisiinlilmektedir. NIT-1 hiicrelerinde, IL-1beta’nin hiicre canliligt
iizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in, bu hiicreler literatiirde siklikla kullanilan 20, 40,
50, ve 100 ng/ml dozlarinda IL-1beta ile 24, 48, ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.
Bahsedilen dozlarda ve siirelerde IL-1beta’nin NIT-1 hiicrelerinin canlilifinda %20 ila
%50 oraninda azalmaya neden oldugu gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5  NIT-1 hiicrelerinde farkl1 dozlarda IL-1beta uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. NIT-1
hiicreleri, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten 1 giin sonra 24 saat (iist panel), 48 saat
(orta panel) ve 72 saat (alt panel) boyunca 20, 40, 50, 100 ng/ml dozlarda IL-1beta
uygulamasi yapildi. Sonuglar 6 farkli kuyucukta okunan degerlerin ortalamasidir. (Student’s
t test, *p<0.05, ***p<0.001).
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4.5 TNF, IFN-gama, ve IL-1beta’nmin ikili ve iiclii uygulamalari, NIT-1
hiicrelerinde farkh diizeylerde hiicre canlihginda azalma gozlendi.
Pankreatik beta hiicrelerinin otoimmun mekanizmalar ile 6lim siirecinde

ozellikle TNF, IFN-gama ve IL-lbeta’nin birlikte etkilerinin rol aldig1

diistintildiiglinden, NIT-1 hiicrelerine bu sitokinler ikili ve ticlii sekilde uygulandi ve
hiicre 6liim oranlar1 MTT testi ile gozlendi. IL-IFN kombinasyonu, 24 saatlik uygulama
sonrasinda hiicre canlilifinda azalmaya yol agmamasinin yaninda proliferatif etki

sergiledi. Diger uygulamalarda, en fazla ti¢lii sitokin uygulamasi olmak tizere %20-

%30 arast hiicre canliliginda azalma gozlendi. 48 saatlik uygulama sonrasinda ise, IL-

IFN uygulamasinda yaklagik %50 ve diger uygulamalarda %80’e kadar hiicre

canliliginda azalma gozlendi.
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Sekil 4.6  NIT-1 hiicrelerinde ikili ve #glii sitokin uygulamalarinin hiicre canliligina etkisi. NIT-1
hiicrelerine, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten 1 giin sonra 24 saat (iist panel), ve 48
saat (alt panel) siireyle farkli dozlarda sitokin uygulamas: gerceklestirildi. Uygulamalarda
TNF 40 ng/ml, IFN-gama 1000 ng/ml, ve IL-1beta 100 ng/ml dozlarda kullanilmistir.
Sonuglar 3 farkli kuyucukta okunan degerlerin ortalamasidir. (Student’s t test, *p<0.05,
*#%p<0.001, **p<0.01).
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4.6 Proinflamatuar sitokinlerle birlikte sTRAIL Uygulamasi, NIT-1
hiicrelerinde 24. saatte canlilik oranlarinda azalmaya neden olurken, 48.
saatte ek sitotoksisite gozlenmedi.

TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri iizerinde yikici etki mi yoksa koruyucu etki

mi gosterdigi tam olarak aciga cikarilamamistir. TRAIL1in yikici etkisini, diger

sitokinlerle birlikte iken gosteriyor olabilecegi diisliniildiigiinden, proinflamatuar TNF,

IFN-gama ve IL-lbeta molekiilleri ile birlikte uygulandiginda hiicre canlilig

iizerindeki etkisi arastirildi (Sekil 4.7). Hiicreler 96 kuyucuklu Kkiiltiir kaplarinda

biiylitiildii ve farkli kombinasyonlarda sitokin uygulamalar1 gerceklestirildi. TNF 40

ng/ml, IFN-gama 1000 ng/ml, IL-1beta 100 ng/ml, ve sTRAIL 50 ng/ml dozda

uygulandi. ikili ve iiglii proinflamatuar sitokin uygulamalarinda en fazla %40 oraninda

gorlilen hiicre oliimlerinin, TRAIL ile birlikte gergeklestirilen uygulamalarin 24.

saatinde %60’a kadar arttig1 gozlendi. Ancak 48. saatte, 6zellikle TRAIL,IL-1beta ve

IFN birlikteliginde ve TRAIL, IL-lbeta ve TNF birlikteliginde, TRAIL’s1z

uygulamalara gore hiicre 6liimlerini azaltic1 yonde etki yaptigi gozlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7
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NIT-1 hiicrelerinde ikili ve Ttglii sitokin kombinasyonlarinin sTRAIL ile birlikte
uygulandiginda hiicre canliligina etkisi. NIT-1 hiicrelerine, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma
ekildikten 1 giin sonra 24 saat (iist panel) ve 48 saat (alt panel) siireyle farkli dozlarda sitokin
uygulamasi gergeklestirildi. Uygulamalarda TNF 40 ng/ml, IFN-gama 1000 ng/ml, IL-1beta
100 ng/ml, ve sSTRAIL 50 ng/ml dozlarda kullanilmistir. Sonuglar 3 farkli kuyucukta okunan
degerlerin ortalamasidir. (Student’s t test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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4.7  NIT-1 hiicrelerinin TRAIL ligand ve reseptor sentez profili belirlendi.

TRAIL’a duyarhilikta direk etkili olabilen TRAIL reseptor ekspresyon
profillerinin NIT-1 hiicrelerinde belirlenmesi, ve TRAIL ligandinin hiicre yiizeyindeki
ekspresyon oraninin arastirilmasi i¢in, western blot analizi gergeklestirildi. Analiz
sonucunda, DRS5 reseptoriiniin hiicre yiizeyinde en fazla eksprese olan reseptor oldugu,
ancak DcR1 ve DcR2 reseptorlerinin de 6nemli oranda sentezlendigi gozlendi. TRAIL
ekspresyon oraninin ise diisiik oldugu belirlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8  NIT-1 hiicrelerinde belirlenen TRAIL ligand ve reseptor profili. Western blot yontemi ile
NIT-1 hiicre yiizeyindeki TRAIL ligand ve reseptor profilleri belirlendi. Yiikleme kontrolii
olarak beta-aktin kullanilda.
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4.8 Sitokin Uygulamalari, NIT-1 Hiicrelerinde 24. ve 48. saatlerde TRAIL
ligand ekspresyonunu, 48. saatte ise mDRS ekspresyonunu baskilada.
Sitokin kombinasyonlarinin NIT-1 hiicre yiizeyindeki TRAIL ligand ve

reseptorlerinin ekspresyonunda degisiklige yol agip agmadiginin test edilebilmesi igin,

sitokin uygulamalarini takiben 24. ve 48. saatlerde western blot yontemi uygulandi. 24.

ve 48. saatlerde NIT-1 hiicre yiizeyindeki TRAIL ligand ekspresyonunun baskilandigi

gozlendi (Sekil 4.9). Bunun yaninda, NIT-1 hiicrelerinde 48. saatte 6zellikle IL1-beta
ve IFN-gama, IFN-gama ve TNF’in, ve her ii¢ sitokinin de birlikte uygulandig

kombinasyonlarda mDRS 6liim reseptoriiniin baskilandig goriildi (Sekil 4.10)
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Sekil 4.9 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlari sonras1t TRAIL ligandi1 ekspresyon oranlar1. Farkli
sitokin kombinasyonlarinin uygulanmasini takiben 24. saatte (iist panel) ve 48. saatte (alt
panel) Western blot yontemi ile NIT-1 hiicre yiizeyindeki TRAIL ligand ekspresyon oranlari
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Sekil 4.10

belirlendi. Yiikleme kontrolii olarak beta-aktin kullanildi. Uygulamalarda TNF 40 ng/ml, IFN-
gama 1000 ng/ml, ve IL-1beta 100 ng/ml dozlarda kullanilmistir.
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NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlari sonrast mDRS 6liim reseptorii ekspresyon
oranlart. Farkli sitokin kombinasyonlarinin uygulanmasin takiben 48. saatte Western blot
yontemi ile NIT-1 hiicre yiizeyinde belirlenen mDRS5 ekspresyon oranlart goriillmektedir.
Yiikleme kontrolii olarak beta-aktin kullanildi. Uygulamalarda TNF 40 ng/ml, IFN-gama
1000 ng/ml, ve IL-1beta 100 ng/ml dozlarda kullanilmistir.
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Sekil 4.11 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlart sonrasi mDcR1 reseptorii ekspresyon oranlart.
Farkli sitokin kombinasyonlarinin uygulanmasini takiben 24. saatte (iist panel) ve 48. saatte
(alt panel). Western blot yontemi ile NIT-1 hiicre ylizeyinde belirlenen mDcR1 ekspresyon
oranlar1 goriilmektedir. Yiikleme kontrolii olarak beta-aktin kullanildi. Uygulamalarda TNF
40 ng/ml, IFN-gama 1000 ng/ml, ve IL-1beta 100 ng/ml dozlarda kullanilmustir.
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Sekil 4.12 NIT-1 hiicrelerinde sitokin kombinasyonlart sonrasi mDcR2 reseptorii ekspresyon oranlart.
Farkli sitokin kombinasyonlarinin uygulanmasini takiben24 saat (iist panel) ve 48. saatte (alt
panel) Western blot yontemi ile NIT-1 hiicre yiizeyinde belirlenen mDcR2 ekspresyon
oranlar1 goriilmektedir. Yiikleme kontrolii olarak beta-aktin kullanildi. Uygulamalarda TNF
40 ng/ml, IFN-gama 1000 ng/ml, ve IL-1beta 100 ng/ml dozlarda kullanilmstir.
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TARTISMA

Tip 1 diyabet (T1D), pankreasta bulunan Langerhans adaciklarindaki insiilin
iireten beta hiicrelerinin progresif yikimi ile karakterize olan multifaktoriyel bir
otoimmun hastaliktir. Siddetli insiilin eksikligi, hiperglisemi, ve bunlarin neden oldugu
sekonder komplikasyonlarla  karakterizedir. Bu komplikasyonlar arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar, korliik, ve bobrek yetmezligi sayilabilir. Hastalik tedavi
edilmediginde progresif merkezi sinir sistemi hasari, koma, ve olim ile
sonuclanabilecegi bilinmektedir [59].

T1D’in klinik belirtileri ortaya ¢iktiginda, cogunlukla endokrin pankreastaki
beta hiicre populasyonunun yaklasik %60-90’1mnin yikilmis oldugu kabul edilir [60].
Glukagon, somatostatin, ve pankreatik polipeptit salgilayan alfa, delta ve pankreatik
polipeptit hiicrelerinin ise bu siirecten genel olarak etkilenmemekle birlikte adacik
icindeki dagilimlarinin yeniden diizenlenebilecegi bildirilmistir [61]. Bu durum,
pankreatik beta hiicrelerinin T1D’te otoimmun saldirinin direk hedefi oldugunun da
gostergesidir. Yikim siirecinde adaciklar, insiilitis olarak isimlendirilen bir inflamatuar
reaksiyon ile mononiiklear hiicrelerin progresif istilasina ugrar. Siire¢ ilerledik¢e beta
hiicre 6liimleri devam eder. Bu dliimlerin, aktive olmus makrofajlar ve T hiicreleri ile
direk temas sonucu ve/veya bu hiicreler tarafindan salinan sitokinler, nitrik oksit ve
oksijen serbest radikalleri gibi arac1 molekiiller araciligiyla gerceklestigi
diistiniilmektedir [62]. Fas L ve TNF’in, beta hiicre Olimiinii direk olarak
tetikleyebildikleri gosterilmistir [50, 63]. Sonucta genel olarak, proinflamatuar
sitokinlerin beta hiicre yikimina nasil sebep oldugu heniiz tam anlamiyla
aydinlatilamamis olmasina ragmen, TNF, IL1-beta, ve IFN-gama’nin beta hiicrelerini
otoimmun yikima daha hassas hale getirdikleri diisiiniilmektedir [46, 51]. Bu
sitokinlerin beta hiicreleri ilizerindeki etkilerinin tam olarak bilinmesi, hem hastalik
olusum mekanizmas1 hakkinda daha fazla bilgi saglayacak, hem de yeni terapotik
yaklagimlarin gelistirilebilmesine olanak saglayacaktir.

TNF ailesinin nispeten yeni tanimlanan bir bagka iiyesi olan TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligand’in (TRAIL) ise, FasL ve TNF’ten farkli olarak, otoimmun
stireci baskilayici rol oynayabildigi gosterilmistir [53, 54]. Ancak TRAIL 1n bu siirecte
yikici rol oynayabilecegine dair bulgular nedeniyle, T1D gelisim siirecinde iistlendigi
rol heniiz tam olarak ac¢iga kavusmamistir. TRAIL 1n TNF ailesi iiyesi olan diger 6liim
ligandlarindan farkli iki onemli 6zelligi bilinmektedir. Birincisi, TRAIL 1n segici
olarak bir¢ok tiimorijenik veya transforme hiicrede hiicre 6liimiinii indiiklerken normal
hiicrelerde veya dokularda ayn1 etkiyi gdstermemesidir. Ikincisi ise, genel olarak TNF
ailesi iiyesi ligandlarin ekspresyonlar1 siki regiilasyon altinda iken ve gecici olarak ifade
edilirken, TRAIL mRNA’sinin bir¢ok dokuda yaygin olarak ifade ediliyor olmasidir
[1]. CD3 kros baglama ve tip 1 interferon stimiilasyonu sonrasi insan T hiicrelerinin
TRAIL eksprese edilebildigi, ve T hiicrelerinin aktivasyon-indiiklii hiicre 6liimiine yol
acabilecegi bildirilmistir [64]. Insan dogal 6ldiiriicii hiicreleri (NK), B hiicreleri,
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monositler, ve dendritik hiicrelerin de sitokin stimiilasyonunu takiben membrana bagli
TRAIL ekspresyonu sergiledikleri bilinmektedir [65-68].

TRAIL’1n pankreatik beta hiicreleri iizerindeki etkisi heniiz tam olarak agiga
cikarilmamis olmakla birlikte, bu etkinin, farkli kosullarda ve hastalik gelisim
siirecinde farkli basamaklarda degisebilecegi de géz oniine alinmalidir. Ornegin normal
sartlarda beta hiicrelerinde inaktif olan TRAIL 6liim yolunun, farkli sartlar altinda
TRAIL transmembran reseptorlerinin veya hiicre i¢i apoptotik inhibitorlerin
ekspresyon oranlarinda meydana  gelebilecek  farkliliklarla  degisebilecegi
diistintilebilir. Bu nedenle, normal sartlarda beta hiicreleri iizerinde apoptotik etki
gostermeyen TRAIL molekiiliiniin, insiilitis sartlarinda diger sitokinlerle birlikte etki
ettiginde bu sonucun degisebilecegini hipotez ettik.

Bir¢ok kanser hiicresinde apoptotik etki gosteren TRAIL molekiiliiniin saglikli
hiicrelerde genellikle apoptozu indiiklemedigi, fare ve insan primer beta hiicrelerinde
de hiicre dliimiine yol agmadigi bilinmektedir [53, 58]. Ancak 6rnegin insulinoma
kokenli CM ve HP62 insan beta hiicre hatlarinda FasL, TNF, Ltalb2, Lta2b1, LIGHT,
ve IFN-gama’dan ¢ok daha yliksek oranda sitotoksisite gdsterdigi gozlenmistir [58].
Min 6 fare beta hiicre hatlarinda yapilan bir ¢aligmada, TRAIL’1n bu hiicrelerde
apoptozu indiiklemedigi gbzlenmistir [53]. Calismamizda, TRAIL’a duyarlilik derecesi
bilinmeyen, ticari olarak satilan glukoz indiiklii insiilin sekresyonu yapabilen az
sayidaki beta hiicre hattindan biri olan NIT-1 hiicreleri kullanildi. TRAIL’1n NIT-1 fare
pankreatik beta hiicre hattinda hiicre canlilig1 iizerine etkisini gozleyebilmek i¢in, NIT-
1 hiicrelerine 24, 48, ve 72 saat boyunca 25, 50, 100 ve 250 ng/ml dozlarda ¢oziilebilir
TRAIL (sTRAIL) uygulandi. Siire sonunda uygulanan MTT testinin sonuglarina gore,
NIT-1 hiicrelerinin TRAIL’a orta derecede duyarli oldugu, uyulama siiresi uzadik¢a da
bu sitotoksisitenin kayboldugu gozlendi (Sekil 4.2). TRAIL’a duyarli oldugu bilinen
L929 hiicrelerinde ise 24 saat STRAIL uygulamasi sonrasi belirgin hiicre 6liim oranlari
gozlendi (Sekil 4.1).

NIT-1 hiicrelerinin TRAIL’a direngli olduklarinin belirlenmesini takiben, beta
hiicre yikiminda 6énemli rol oynadig: diisiiniilen ii¢ proinflamatuar sitokin olan TNF,
IFN-gama, ve IL-1beta’nin NIT-1 hiicre canlilig1 tizerine tek baslarina gosterdikleri etki
arastirtldi.  TNF molekiiliiniin 250-1000 ng/ml dozlarda ve ozellikle uzun siireli
uygulamada NIT-1 hiicreleri lizerinde 6nemli oranda sitotoksik etki yaptig1r gézlendi
(Sekil 4.3). IFN-gama ise, 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonrasinda NIT-1 hiicrelerinde
diisiik oranda sitotoksisite gosterirken, 72 saatlik uygulama sonrasinda hiicre
proliferasyonunda artisa neden oldu (Sekil 4.4). Ote yandan IL-lbeta, NIT-1
hiicrelerine tek basina farkli dozlarda uygulandiginda %20 ila %50 oraninda
sitotoksisiteye neden oldu (Sekil 4.5). Bu durumda, 6zellikle TNF’in ve IL-1beta’nin
tek baslarina uygulamalarda dahi NIT-1 hiicrelerinde Oliime neden olabildikleri
gozlendi. Ancak pankreatik beta hiicrelerinin insiilitis sartlarinda proinflamatuar
sitokinlerin toplu saldirisina ugradigi, ve sitokinlerin birarada uygulandiklarinda
birbirlerinin etkileri iizerinde farklihik ortaya koyabildikleri bilinmektedir.
Proinflamatuarlarin farkli kombinasyonlarda uygulanmasi sonucu, genellikle belirgin
oranlarda hiicre 6liimii gozlenirken, IL-1beta ve IFN molekiillerinin birlikte 24 saat
stireyle uygulamasinin hiicre canliliginda azalmaya yol agmadigi, tersine hiicrelerin
proliferasyonunu indiikledigi gozlendi (Sekil 4.6). Bu bulgumuzla uyumlu olarak, IFN-
gama’nin, farkl hiicrelerde proliferasyonu inhibe edici etki gosterebildigi, ancak ayni
zamanda proliferasyonu indiikleyici etkisinin de olabildigi bilinmekte, bu etkisi “ikili

42



etki” olarak tanimlanmaktadir [69]. Calismamizda farkli sitokin kombinasyonlari ile 48
saatlik uygulama ise %50 ila %80 oraninda sitotoksisite ile sonug¢landi (Sekil 4.6). Bu
asamada, TRAIL’1in da farkli sitokin kombinasyonlar: ile birarada uygulanmasinin
etkileri onemlidir. Bu nedenle, farkli 6zelliklere sahip hiicre hatlarinda hem TRAIL’ 1n
apoptotik etkisinin, hem de proinflamatuar sitokinlerle birlikte uygulandiginda bu
etkinin nasil degistiginin gozlenmesi hedeflenmistir. Calismamizda sTRAIL, “IL-1beta
ve IFN-gama”, “IL-1beta ve TNF”, “IFN-gama ve TNF” ve her ii¢ sitokinin birlikte
verildigi kombinasyonlar ile birarada uygulandiginda, 24. saatte hiicre canliliginda,
proinflamatuar sitokinlerin etkisinin iizerinde bir azalma gozlendi (Sekil 4.7).
Uygulamalarin 48. saatinde ise, STRAIL hiicre canliliginda, diger sitokinlerin yol agtig1
azalmaya ek bir sitotoksisiteye neden olmadi. Bunun yaninda, IL-1beta, IFN-gama ve
TRAIL’1n birlikte uygulamasi, hiicre canliliginda artis ile sonuglandi. Bu durum,
TRAIL’1n hiicrelere proinflamatuar sitokinlerle birlikte uygulanmasini takiben ilk
asamada hiicre oliimlerine katkida bulundugunu, ancak sonradan bu katkinin ortadan
kalktigini, ve bazi sartlarda TRAIL’in beta hiicreleri iizerinde koruyucu etki
gosterebildigine isaret etmektedir.

TRAIL 1n, biyolojik 6nemi olan diger molekiiller gibi belli bir hiicre tipi
izerindeki etkisini gergeklestirebilmesi i¢in hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasi ve
ilgili yollar1 aktive edebilmesi gerekir. TRAIL 1n bir hiicre tipi iizerindeki etkisinin
degismesi ise, ylizey reseptor ekspresyonlarinda degisiklik ile paralellik
gosterebilmektedir. Oncelikle, NIT-1 hiicreleri iizerinde TRAIL yiizey reseptdrlerinin
ekspresyon oranlarint Western Blot analizi ile belirledik. Bu sonuglara gore, fare DR5
Olim reseptorii (mDRS), bu hiicreler lizerinde en fazla eksprese edilen hiicre ylizey
reseptoridiir (Sekil 4.8). Farelerde bulunmadigi bilinen DR4 Gliim reseptori ise,
calisgmamizda da tespit edilmemistir. DRS o6liim reseptorii ekspresyonunun bu
hiicrelerde yiliksek olmasi, ancak DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerinin de dnemli
oranda eksprese edilmeleri, bu hiicrelerin TRAIL’1n sitotoksik etkisine orta derecede
duyarli olmasi ile uyumludur.

TRAIL ligand ve reseptor ekspresyon oranlarinin, farkli hiicrelerde farklh
sartlara bagl olarak degisebildigi bilinmektedir. Insiilitis siirecinde tipik olarak
salindiklar1 bilinen proinflamatuar sitokinlerin, NIT-1 hiicreleri tizerinde eksprese
edilen TRAIL ligand ve reseptdr oranlarini etkileyip etkilemediginin test edilmesi i¢in
western blot analizleri yapildi. Analiz sonuglarina gore, 24 ve 48 saat siireyle uygulanan
proinflamatuar sitokin kombinasyonlarinin genel olarak TRAIL ligandinin
ekspresyonunu azaltic1 yonde etki ettigi gézlendi (Sekil 4.9). Bu bulgunun aksine, TNF
ve IFN-gama ile muamele edilen Min 6 hiicrelerinde TRAIL ekspresyonunda artis
meydana geldigi bildirilmistir [53]. Min 6 hiicreleri ile NIT-1 hiicreleri arasindaki
farkliliklarin, bu etkiden sorumlu olabilecegi diisliniilmektedir. Bu bulgu yaninda,
uygulamalarin 48. saatinde DcR1 ve DcR2 yalanci reseptorlerinin ekspresyonlarinda
farklilik olmamasina ragmen DRS 6liim reseptoriiniin ekspresyon oraninin azaldigi
gozlenmistir. Bu durum da, TRAIL 1n 48. saatteki uygulamalarda NIT-1 hiicrelerinde
sitotoksik etki yaratmamasi ile uyumludur.

Sonuglarimizin, TRAIL’in insiilitis silirecindeki roliinlin aydinlatilmasinda
onemli katki saglayacagina inaniyoruz.

43



SONUCLAR

Calismamizda, NIT-1 fare pankreatik hiicre hattinda, TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand (TRAIL) molekiiliiniin ligand ve reseptdr ekspresyon profilleri
belirlenmis, ve TRAIL molekiiliiniin yanisira TNF, IFN-gama, ve IL-1beta inflamatuar
sitokinlerin her birinin ve kombinasyon uygulamalarinin bu hiicrelerin canlilig1 tizerine
etkileri tanimlanmistir. Kombinasyon uygulamalar ile, Tip 1 Diyabet (TI1D)
gelisiminde 6nemli rol oynayan insiilitis siirecinde beta hiicrelerinin yikimina neden
olan ¢oklu proinflamatuar sitokin saliniminin etkisi arastirilmistir.

Sonuglarimiz, normal sartlarda fare beta hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol
acmayan ancak bazi beta hiicre hatlarinda 6liimciil etki gosterdigi belirlenen TRAIL
molekiiliiniin, NIT-1 hiicrelerinde orta derecede sitotoksik etkiye neden oldugunu
gostermistir. Bunun yaninda, TRAIL’in farkli proinflamatuar sitokinlerle birlikte
uygulanmasinin, bu hiicrelerde ilk asamada sitokinlerin yol agtig1 sitotoksisiteye
katkida bulunurken, sonrasinda sitotoksik etki gdstermedigi, bazi sartlarda koruyucu
etki dahi sergileyebiligi gozlenmistir. Sonuglarimizin, TRAIL 1n T1D’teki roliiniin
daha iyi anlagilabilmesine katki saglayacagina inantyoruz.
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