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1. GİRİŞ 
 

Diabetes mellitus iskelet kası, karaciğer ve yağ dokusu gibi periferal 

dokularda insulin direncinin artması ve insulin salıverilmesinden sorumlu 

pankreatik beta hücrelerinin fonksiyon bozukluğu ile karakterize endokrin 

ve metabolik bir hastalıktır.  

 

Pankreatik beta hücrelerinde fonksiyon bozukluğuna bağlı insulin 

salıverilmesinde ki azalma, hiperglisemiyi artırarak diyabetin retinopati, 

nöropati, nefropati, kardiyomiyopati gibi sekonder komplikasyonlarının 

gelişimine neden olmaktadır.  

 

Kronik hiperglisemi birçok dokuda ve pankreatik beta hücrelerinde 

serbest radikal üretimini artırarak oksidatif stresi tetiklemektedir. Serbest 

radikaller lipitler, proteinler ve nükleik asitler gibi biyomoleküllerin 

oksidasyonuna neden olmaktadır.  

 

Serbest radikallerin oluşturduğu hasarlar arasında en 

önemlilerinden olan lipit peroksidasyonu, membran yapısında yer alan 

çoklu doymamış yağ asitlerinin serbest radikallere maruz kalması sonucu 

gerçekleşen enzimatik olmayan reaksiyonlar dizisidir. Lipit 

peroksidasyonunda okside olan çoklu doymamış yağ asitlerinin 

fragmentasyonu sonucu 4-hidroksinonenal (HNE), 4-oksononenal ve 

akrolein gibi α,β-doymamış reaktif aldehitler oluşur. 

 

 4-hidroksinonenal hücrede fizyolojik konsantrasyonda birçok 

enzimatik reaksiyonun aktivasyonunda veya inaktivasyonunda, bazı 

membran kanal proteinlerin düzenlenmesinde, hücre içi sinyal iletiminde 

görevli ikincil haberci olarak tanımlanır. Örneğin 4-hidroksinonenal 

glutatyon sentezinde görevli γ -glutamilsistein sentetazın aktivasyonuna 
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neden olarak hücre içi glutatyon düzeylerinin artışına neden olur. Böylece 

hücre oksidatif strese adaptasyonu sağlar.  

 

Aynı zamanda 4-hidroksinonenal güçlü elektrofilik karakterde olup 

hücresel proteinlerin sistein, lizin ve histidin gibi güçlü nükleofilik amino 

asitlerine bağlanarak hücrede protein modifikasyonlarına neden olur. 

Hücresel proteinlerin 4-hidroksinonenal tarafından modifikasyonu sonucu 

hücre sinyal iletiminin bozulması, hücresel enzimlerin inhibisyonu ve 

mitokondriyal fonksiyon bozuklukları diyabet, aterosklerozis, Alzheimer 

gibi bir çok hastalığın patogenezinde oldukça önemlidir.  

 

4-hidroksinonenal üç önemli metabolik yolla detoksifiye edilir. Bu 

enzimatik sistemler tüm hücrelerde olmasa da aldoz redüktaz (AKR) 4-

hidroksi-2-nonenal’ in 2-ene-1,4-diol’ e indirgenmesini sağlar. Aldehit 

dehidrogenaz (ADH) 4-hidroksi-2-nonenal’ in 4-hidroksi-2-nonenoik aside 

oksidasyonunu sağlar. Glutatyon-S-transferaz (GST) ise 4-hidroksi-2-

nonenal ile glutatyonun konjugasyonunu katalizleyerek 

detoksifikasyonunda görev alır.  

 

Detoksifikasyonda görevli enzimlerde fonksiyon bozuklukları veya 

artmış oksidatif stres, 4-hidroksinonenal’ in amino asitlere konjugasyonunu 

artırarak proteinlerde hatalı katlanmaya neden olur. Hatalı katlanmış 

proteinler stoplazmada birikerek endoplazmik retikulumda (ER) hatalı 

katlanmış proteinlere duyarlı stres sensör proteinlerinin uyarılmasını 

sağlar. Böylece hasarın şiddetine bağlı olarak ya hücre hatalı proteinleri 

proteozomlarda ortadan kaldırma yoluna gider veya endoplazmik 

retikulum aracılı sinyal kaskadını başlatarak hücrenin apoptozise 

yönelmesini sağlar. Bu durum 4-hidroksinonenal’ in en iyi bilinen sitotoksik 

etkilerinden biridir. 
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Hatalı katlanmış proteinlerin artan hücre içi konsatrasyonları 

endoplazmik retikulum aracılı stresi uyararak, endoplazmik retikulum 

memranında bulunan stres cevap proteinlerinin aktivasyonuna neden olur. 

ATF6 (Aktive edici transkripsiyon faktörü 6), IRE1 (inositol-gerektiren 

enzyme 1) ve PERK (Çift zincirli RNA bağımlı protein kinaz benzeri-ER 

kinaz) başlıca endoplazmik retikulum stres cevap proteinleridir. 

 

Tip 2 transmembran proteini olarak bilinen ATF6 nın aktivasyonu bu 

proteinin endoplazmik retikulum membranından koparak nükleusa 

transferini sağlar. Böylece ATF6, aktif bir transkripsiyon faktörü olarak 

davranarak endoplazmik retikulum şaperonlarının ve protein 

katlanmasında görevli proteinlerin gen ürünlerinin transkripsiyonunu artırır. 

ATF6 aynı zamanda endoplazmik retikulum biyogenezini ve endoplazmik 

retikulum aracılı proteozomal degredasyon sistemini de hızlandırır. ATF6 

nın aktivasyonu aynı zamanda CHOP ([C/EBP (CCAAT/enhancer-

bağlanan protein)-homolog protein]) protein ifadelenme düzeylerini 

artırarak hücrede apoptozisi başlatır. 

 

 Hatalı katlanmış proteinlerin artmış stoplazmik düzeyleri tip 1 

transmembran proteini olan PERK’ in dimerizasyonuna ve 

otofosforilasyonuna neden olur. Böylece aktif olan protein eIF2a 

(eucaryotic translation initiation factor 2, a subunit) nın fosforilasyonuna 

neden olur Fosforillenmiş eIF2a ise hücrede protein sentezinin 

azaltılmasını sağlar. Bununla birlikte fosforile olmuş PERK transkripsiyon 

faktörü ATF4 (activating transcription factor 4) ün hücre içi ifadelenme 

düzeylerini artırır. Yavaşlatılmış protein sentezine rağmen ATF4 oksidatif 

stresle mücadelede etkin rol oynar ve amino asit metabolizmasında etkin 

proteinlerin ifadelenme düzeylerini artırır. PERK’ in kısa süreli aktivasyonu 

hücrenin hayatta kalmasını desteklerken kronik aktivasyonu ise hücrenin 

apoptozis ile ölümünde etkendir. PERK’ in kronik aktivasyonu ATF4 aracılı 

CHOP protein düzeylerini artırır. CHOP proteinin artmış düzeyleri Bcl-2 
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gibi apoptozisi baskılayan proteinlerin seviyelerini azaltarak hücrenin 

apoptozise yönelmesini kolaylaştırır.  

 

 Hatalı katlanmış proteinlerin stoplazmada birikimine cevaben 

endoplazmik retikulum zarında IRE1 in dimerizasyonunu takiben 

otofosforilasyonu gerçekleşir. Böylece aktif hale gelen IRE1 bir 

transkripsiyon faktörü olan XBP-1 (X-kutusuna bağlanan protein 1) in 

hücre içi düzeylerinin artışına neden olur. XBP-1, hatalı katlanmış 

proteinlere bağlanarak endoplazmik retikulum lümenine taşınmada etkili 

proteinlerin sentezini artırır. Böylece endoplazmik retikulum lümenine 

alınan hatalı katlanmış proteinler endoplazmik retikulumda yer alan 

proteozomal sisteme yönlendirilerek ortadan kaldırılır. Bu süreç hücrenin 

hayatta kalabilme mücadelesinde etkindir. Diğer yandan IRE1’ in uzun 

süreli aktivasyonu JNK (JUN N-terminal kinase) nın aktivasyonuna neden 

olur. JNK aktivasyonu apoptozisin uyarılmasında oldukça etkilidir.  

 

Aynı zamanda endoplazmik retikulum lümeninde biriken hatalı 

katlanmış proteinler endoplazmik retikulum zarında yer alan Bak/Bax 

kanal protein sistemini aktive ederek Ca2+ nin stoplazmaya 

pompalanmasını sağlar. Böylece artan stozolik kalsiyum düzeyleri kalpain 

aracılı prokaspaz-12’ nin aktivasyonuna neden olarak kaspaz kaskadı 

başlatır ve hücreyi apoptozise yönlendirir. Stoplazmada artan kalsiyum 

düzeyleri mitokondri aracılı apoptozisi de tetikler. Mitokondriden stokrom c 

nin stoplazmaya salıverilmesi artar buna bağlı kaspaz-9 ve kaspaz-3’ ün 

aktivasyonu sağlanır. 

 

Bu çalışmada; lipid peroksidasyonunda ara ürün olan ve çeşitli doku 

veya hücrelerde toksik etkisi bilinen 4-hidroksinonenal in pankreatik beta 

hücrelerinde hücre canlılığı, insulin salıverilmesi, detoksifikasyonunda 

etkili olabilecek proteinler ve endoplazmik retikulum stres cevap proteinleri 

ifadelenme düzeyleri üzerine etkilerini araştırdık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 
2.1. Diyabet ve pankreatik beta hücresi 
 
2.1.1. Pankreatik beta hüclererinin fizyolojisi 
 

Pankreatik beta hücreleri, pankreasın langerhans 

adacıklarında bulunan endokrin hücrelerdir. Langerhans adacıkları insan 

pankreasının kuyruk kısmında yer alır ve tüm pankreas ağırlığının % 1-2’ 

sini oluşturur 1. Beta hücresi içeren adacıklar yaygın damar ve sinir ağı ile 

kaplıdır. Sağlıklı insan pankreası yaklaşık olarak 106 adacık içerir, her bir 

adacıkda ise yaklaşık 2000 beta hücresi yer alır 2. (Şekil 1)  

 

İnsan pankreasında adacık hücrelerinin % 65-80’ i beta 

hücresidir. Bu hücreler artan kan glukozu veya diğer besin maddelerine 

cevaben insulin salgılanmasından sorumludur 3. Bu hücreler insulin 

dışında ayrıca C-peptin ve amilin salgılar. C-peptit pro-insulinden olgun 

insuline dönüşümde oluşan yan üründür ve özellikle tip 2 diyabetin 

komplikasyonları arasında yer alan nefropatinin engellenmesinde önemli 

role sahiptir. Diyabetik hayvan modellerinde C-peptin’ in glamerular 

filtrasyon hızını artırtığı ve fibrozisi gerilettiği gösterilmiştir 4.   

 

Amilin insulin ile aynı anda (1:100,amilin/insulin) salgılanır. 

Amilin alfa hücrelerinden glukagon salgılanmasını baskılar ve böylece 

gulukoz metabolizmasını düzenler. Bununla birlikte amilin, dolaşımdaki 

glukoz emilimini geçiktirir, besin tüketimini sınırlar ve sindirim enzimlerini 

baskılar 5. 

 

Alfa hücreleri pankreatik adacıkların % 15-20’ sini oluşturur. 

Bu hücreler salgıladıkları glukagon hormonu ile karaciğer ve iskelet 

kasında glikojen yıkımını artırarak glukozon dolaşım sisteminde artışını 

sağlar. Böylece kan şekerini yükseltir.  
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Somatostatin delta hücrelerinden salgılanır. Bu hücreler 

pankreatik adacıkların % 3-10’ unu oluşturur. 

 

Adacıklarda varolan diğer hücreler ise pankreatik polipeptit 

salgılayan hücreler ve grelin üreten epsilon 

hücreleridir3.

 
 

Şekil 1: İnsan ve kemirgen pankreasının adacık hücreleri ve genel dağılımı2 

 

2.1.2. Insulin sentezi salgılanması ve fonksiyonu 

 

İnsulin iki disülfit köprüsü ile birbirine bağlı iki polipeptitten 

oluşur. Pankreatik beta hücrelerinde var olan transkriptin % 10-15’ ini 

insulin mRNA’ sı oluşturur. İnsulin’ in düşük kan glukoz 

konsantrasyonlarında translasyonu çok azdır 6.  
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İnsulin proteini preproinsulin formunda sentezlenir. Glukoz 

insulin’ in translasyona başlama ve uzama evrelerini hızlandırır. İnsulin 

mRNA’ sı stoplazmadan granüllü endoplazmik retikuluma geçer bununla 

birlikte SRP (Signal recognition particle) proteininin reseptöründen 

ayrılmasını sağlar 7, 8.  

 

Preproinsulin N-terminal bölgede taşıdığı hidrofobik bölge ile 

kolaylıkla endoplazmik retikulum zarını geçer ve translasyon sonrası 

değişimlere katılır. Endoplazmik retikulum lümeninde preproinsulinden 

sinyal dizisi proteolitik olarak kesilir ve proinsulin oluşur. Proinsulinde 

disülfit bağları kurulduktan sonra golgiye taşınır[9]. Proinsulin golgide iki 

endoproteaz PC1 (prohormon konvertaz-1), PC2 (prohormon konvertaz-2) 

ve bir ekzopeptitaz PCH (Karboksipeptidaz H) aktivitesi sonucu olgun 

insulin ve C-peptit’ e dönüşür. Bu değişim asidik ve kalsiyumca zengin 

ortamda gerçekleşir. Ayrıca karboksipeptidaz H’ ın aktivitesi çinkoya 

bağımlıdır 10, 11. Glukoz bu değişimi PC1 ve PC2 sentezini etkileyerek 

düzenler 12. İnsulin daha sonra salgı granüllerine alınarak stoplazmada 

bekletilir. Her bir pankreatik beta hücresi yaklaşık 10000-13000 salgı 

granülü içerir, her bir salgı granülü ise yaklaşık 106 insulin molekülü, düşük 

moleküler ağırlıklı bileşikler, ATP, çinko gibi metal iyonları içerir. Salgı 

granüllerindeki çinkonun çoğu hekzamerik insulin oluşumu ile 

ilişkilendirilir 13

Beta hücreleri glukoza duyarlı hücrelerdir. Dolaşımda artmış 

glukoz hızla beta hücre zarını tip 2 glukoz transport proteini (GLUT-2) 

aracılığı ile geçer 

.  

 

14. Glukoz stoplazmada glukokinaz ile hızlıca 

fosforillendikten sonra glikoliz ve devamında respiratuvar döngüye 

katılarak ATP üretir. Artmış ATP/ADP oranı beta hücre zarında ATP ye 

duyarlı potasyum kanallarının kapanmasına neden olur. Bu durumda 

hücrede depolarizasyon gerçekleşir ve voltaja duyarlı kalsiyum kanalları 

açılır ve hücre içi kalsiyum düzeyleri artar. Artan kalsiyum düzeyleri ise 
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insulin’ in salgı granüllerinden ekzositozunu uyarır 15. Açlık durumunda 

salgılanan insulin miktarı 2 pmol/kg/dakika iken beslenmeden sonra bu 

seviye 5-10 kat artar 16. 

 

 Beta hücrelerinden glukozla uyarılmış insulin salgılanması 

glukozun hücre içersine alınması, metabolizması ve kalsiyum aracılı 

insulin ekzositozu ile koordine edilir. Bu koordinasyon GLUT2 ve Rab3 gibi 

çeşitli genlerin değişimine bağlı tip 2 diyabette bozulmuştur ve bu durumda 

diyabetin en önemli karakteristiğidir 17.  

 

İnsulin amino asit dizisi her ne kar türler arasında farklılık 

gösterse de ana segment türler arasında korunmuştur ve bu da insulin’ in 

üç boyutlu yapısının türler arasında benzerliği sağlamaktadır.  

 

İnsulin glukoz metabolizmasını düzenlediği gibi protein ve 

yağ metabolizmasını da düzenler. Kaslar, karaciğer ve yağ dokusunda 

glukozon depolanması veya kullanılmasını düzenler.  

 

İnsulin hücrede reseptörüne bağlandığı zaman hem 

reseptörün otofosforilasyonuna hemde insulin reseptör substrat-1 (IRS-1) 

proteininin fosforillenmesine neden olur. IRS-1 daha sonra Grb2 benzeri 

adaptör proteine bağlanarak fosfoinozitol-3-kinazı aktive eder. 

Fosfoinozitol-3-kinaz sinyali diğer moleküllere ileterek glukozun hücre 

içersine alınımını artırır, diğer anabolik yolların aktivasyonu ile birlikte 

artan glukozon hücre içersinde depolanmasını uyarır. İnsulin glukoz’ un 

hücre içersine alınımını GLUT-4’ ün stoplazmik veziküllerden zara 

transportunu artırarak sağlar. GLUT-4 özellikle kas ve yağ dokusunda 

glukozun hücre içersine girişinden sorumludur 18

İnsulin’ in plazmada yarılanma ömrü yaklaşık 6 dakikadır. 

İnsulin’ in çoğu karaciğer ve böbreklerde insulin proteazlar tarafından 

.  
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parçalanarak inaaktive edilirken hücreye internelizasyonuda 

inaktivasyonunda etkili mekanizmadır 19.  

 

2.1.3. Diyabet ve beta hücre apoptozisi 

 

Hücre ölümü esasen nadiren nekrozis veya aktif olarak 

apoptozis ile gerçekleşir. Vücutta genelde enfeksiyon, farklılaşmave 

hasarlı hücrelerin ortadan kaldırılmasında kullanılan temel mekanizma 

apoptozisdir. Pankreatik beta hücreleri diyabetin patogenezinde etkili bir 

çok ajanın proapoptotik etkilerine karşı oldukça duyarlıdır 20

Yeni tip 1 diyabet tanısı almış hastalardan alınan pankreas 

örneklerinde yapılan histıpatolojik çalışma sonucu beta hücrelerinde % 70-

80 kayıp olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte daha önceki çalışmalarda 

elde edilen verilere göre pankreatik beta hücreleri otoimmün atakta hedef 

hücrelerdir ve hücre kaybında etken mekanızma apoptozisdir. Tip 1 

diyabet oluşturulmuş hayvan modellerinde insulitis’ in (Langerhans 

adacıklarının infilamasyonu) erken evresinde çoğunlukla makrofajların ve 

ayrıca +CD4, +CD8 lenfositler, doğal öldürücü hücreler ve B lenfositler gibi 

diğer immün hücrelerin adacıklara infiltrasyonu gösterilmiştir. İmmün 

hücrelerden pankreatik beta hücrelerine salgılanan temel sitokinler 

interlökin-1β (IL-1β), interferon-γ (IFN-γ), tümor nekrozis faktör-α (TNF-α) 

olarak tanımlanmıştır 

.  

 

21. Bu sitokinlerin yüksek dozlarda pankreatik beta 

hücreleri için proapoptotik olduğu bilinse de, ilginç olarak beta hücrelerinin 

de bunlara benzer IL-1β, monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1), IFN-γ, 

IP10, TNF-α gibi sitokinleri ürettiği ve salgıladığı gösterilmiştir  22, 23. Beta 

hücre apoptozisinde bu sitokinlerin yanında aktif makrofaj ve T lenfositler 

salgılanan nitrik oksit ve reaktif oksijen radikallerinin etkili olduğu 

vurgulanmıştır. Tüm bu bilgiler ışığında beta hücrelerinde apoptozisi hangi 

mekanizmanın başlattığı hala tartışma konusudur. Her ne kadar perforin, 

FasL, IL-1β, IFN-γ ve nitrik oksit beta hücre kaybında etkili olsa da bu 
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moleküllerin sinyal yolaklarının baskılanması hala beta hücre kaybını 

yeterince engelleyememiştir. 

 

Tip 2 diyabet beta hücrelerinde fonksiyon bozukluğu ve 

insulin direnci ile karakterizedir. Obezite ve insulin direnci tip 2 diyabetin 

nedenleri arasında iki major faktördür. Son yapılan çalışmaların 

sonuçlarına göre hiperglisemi beta hücre kaybında önemli etkendir. Yakın 

zamanda tip 2 diyabet tanısı almış hastalardan alınan biyopsi örneklerinde 

beta hücrelerinde % 25-50 kayıp gözlenirken daha ileri evre tip 2 

diyabetiklerde bu kayıp % 65’ e yakın gözlemlenmiştir. Buna göre geç evre 

tip 2 diyabetin patogenezinde beta hücre kaybı major etkendir 24. Burada 

artmış beta hücre ölümü veya bozulmuş proliferasyon kapasitesi beta 

hücre kaybında etken mekanizmalar olabilir. Otopsiden elde edilmiş tip 2 

diyabetik insan pankreas dokularında hücre kaybında etken 

mekanizmanın apoptozis olduğu gösterilmiştir. Her ne kadar tip 2 

diyabette beta hücre apoptozisinde hangi temel sinyal yolunun aktif olduğu 

tam olarak bilinmese de, beta hücrelerinin uzun süreli yüksek glukoz, lipid 

ve toksik oligomerlere maruziyeti, amiloyid polipeptit, reaktif oksijen 

radikalleri, endoplazmik retikulum stres ve proinfilamatuvar sitokinler gibi 

birçok faktörün etkin olabileceği vurgulanmaktadır 25

Düşük doz glukoz konsatrasyonlarının kültüre edilmiş insan 

pankreas hücrelerinde proliferasyonu artırdığı gözlemlenmişken kronik 

yüksek doz glukoz uygulamasının apoptozisi artırdığı gösterilmiştir. İlginç 

olarak apoptozis genel olarak proliferatif beta hücrelerinde gözlemlenmiş 

bu da buda beta hücrelerinin proliferasyon anında apoptozise 

hassasiyetini göstermektedir. Yüksek glukoz konsantrasyonları pankreatik 

beta hücrelerinde glukozun metabolizmasını dolayısıyla oksidatif 

fosforilasyonunu artırır, bu durum mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna 

bağlı reaktif oksijen radikallerinin artışına neden olur. Beta hücreleri reaktif 

.  
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oksijen türlerinin artışına karşın oldukça zayıf enzimatik antioksidan 

savunma sistemine sahiptir.  

 

Reaktif oksijen radikallerinin beta hücrelerinde artışı NFkB ve 

JNK gibi strese duyarlı çeşitli metabolik yolları aktive eder. Düşük doz IL-

1β beta hücre proliferasyonunu aktive ederken kronik yüksek dozlarda 

NFkB, JNK ve belki de diğer strese duyarlı mekanizmaların aktivasyonuna 

neden olur 26. Tüm bunlara ek olarak endoplazmik retikulum stres 

pankreatik beta hücrelerinde JNK yolu, aktive edici transkripsiyon faktörü 3 

(ATF3) ve B hücresi lenfofa geni 2 (Bcl-2) ailesinin proapoptotik üyelerinin 

aktivasyonuna neden olarak hücrede apoptozis’ in ilerleyişini sağlar 27.  

 

Tip 2 diyabette görülen bir diğer normal dışı durum artmış 

plazma lipid değerleridir. Rat pankreatik beta hücrelerinin 48 saat boyunca 

2 mmol/L yağ asidine maruz bırakılması hücrede oksidatif stresi oldukça 

artırmıştır. Artmış yağ asidi konsantrasyonunun beta hücrelerinde hücre 

apoptozisini tam olarak hangi mekanizma ile ilerlettiği bilinmese de 

endoplazmik retikulum stresi aktive ettiği, JNK aktivasyonuna neden 

olduğu, reaktif oksijen türlerini artırdığı ve mitojenle aktine olan protein 

(MAP) kinaz yolunu aktive ettiği gösterilmiştir 28

Yüksek doz lipid konsantrasyonlarının pankreatik beta 

hücrelerinde toksik etkisinin yanında hücre apoptozisinde bir diğer etken 

mekanizma da artan reaktif oksijen radikallerinin etkisi ile gerçekleşen lipid 

peroksidasyonu sonucu oluşan toksik aldehitlerin etkileridir. Bununla 

birlikte daha önceki çalışmalarda sitokinlerinde pankreatik beta 

hücrelerinde lipid peroksidasyonunu artırdığı gösterilmiştir 

.  

 

NFkB aktivasyonu, endoplazmik retikulum stres ve diğer 

mekanizmalar tip 2 diyabetin patogenezinde etkin apoptozis’ in 

ilerleyişinde etkin yollardır.  

 

29. Lipid 
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peroksidasyonu sonucu oluşan 4-hidroksinonenal, akrolein ve 

malondialdehit gibi toksik aldehitlerinde beta hücre apoptozisinde etkili 

olabileceği düşünülmektedir ve bu alanda hızla çalışmalar 

gerçekleştirilmektedir. 4-hidroksinonenal’ in beta hücrelerinde toksik 

etkilesi, bu aldehit’ in beta hücrelerinde glutatyon tüketimine neden olarak 

hücre ölümünü artırması ile gösterilmiştir 30

Ökaryotik hücreler çoğu zaman membran ağı veya membran 

labirentine benzetilen endoplazmik retikulum (ER) sistemine sahiptir ve bu 

sistem hücrelerin çekirdeğine oldukça yakındır. ER, ökaryotik hücrelerde 

sentezlenen tüm proteinlerin yaklaşık üçte birinin sentezinden sorumludur. 

Ayrıca proteinlerin oksidatif katlanmaları, hücre zarı, organel zarları ve 

diğer hücre kompartmanlarına gönderilmek üzere proteinlerin translasyon 

sonrası değişimi ER da gerçekleşir. Kalsiyum ve redoks hemostazında 

bozulma, ksenobiyotik aldehitlerin artmış düzeyleri, salgı proteinlerinin 

sentezindeki artış, hatalı katlanmış proteinlerin birikimi, glukoz yoksunluğu, 

artmış glikozilasyon, gibi birçok stres faktörü hatalı veya katlanmasını 

tamamlayamamış proteinlerin ER lümeninde birikmesine neden 

olur.(Şekil:2) Bu durum hücreler için ciddi tehdit oluşturur. Artmış hatalı 

proteinler ER da sinyal yolaklarını uyararak birçok diğer sinyal 

proteinlerinin transkripsiyonel veya translasyonel aktivasyonlarına neden 

olurlar. ER da ki bu değişim katlanamamış veya hatalı katlanmış 

proteinlere karşı cevaptır (Unfold protein response; UPR) 

.  

 

Böylece apoptotik beta hücre kaybının gerek tip 1 gerekse 

tip 2 diyabetin patogenezinde ve ilerleyişinde etkili olduğu bilinmektedir. 

Burada beta hücre kaybının önlenmesi tedaviye yönelik oldukça anlam 

ifade etmektedir.  

 

2.2. Endoplazmik retikulum stres 
 

31, 32. UPR’ un 

gerçekleşmesinde önemli proteinlerin mekanizması 1990’ ların başında 



 13 

Saccharomyces cerevisiae de yapılan çalışmalarla açıklanmaya başlandı. 

UPR sinyalinde ve hücrenin hayatta kalmasında etkin ER transmembran 

protein kinaz/endoribonükleaz (Ire1p/Ern1p) proteini tanımlandı ve UPR 

sinyali başlatabileceği ortaya konuldu 33, 34

 

. Bundan sonraki çalışmalarda 

bu sinyal yolunun tüm ökaryotlarda korunmuş olduğu gösterilmiş bu 

çalışmalar paralelinde UPR sinyalin oluşumunda etkin diğer proteinlerde 

tanımlanmaya başlamıştır. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 2: Endoplazmik stresi uyaranlar ve endoplazmik retikulumdaki etkisi31 

 

Mayalarda tanımlanmış Ire1p sinyal molekülüne karşılık 

memelilerde inozitole ihtiyaç duyan protein α (IRE1α) ve I RE1β olmak 

üzere iki izoform tanımlanmıştır 35, 36. IRE1 proteini ER lümene bakan 

kısımda N-terminal ER strese hassas domain, transmembran domain ve 

sitoplazmaya bakan yüzeyde C-terminal endoribonükleaz domain içerir 34, 

37. 

IRE1 proteinine ilave olarak ökaryotlarda UPR sinyali 

başlatan çift zincirli RNA ile aktive edilen protein kinaz benzeri ER kinaz 

(PERK) ve faal transkiripsiyon faktör 6 (ATF6) olmak üzere iki protein 

daha tanımlanmıştır.  
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PERK; ER lümenine bakan kısımda strese duyarlı domain, 

luminal domain ve stoplazmaya bakan kısımda ökaryotik translasyona 

başlama faktörü 2 alfayı (eIF2α) fosforilleyebilen domain içerir 38.  

 

ATF 6; ER lümenine bakan kısımda C-terminal strese duyarlı 

domain, sitoplazma da ise N-terminal lizin fermuar içeren ve bir 

transkripsiyon faktörü gibi davranan proteindir 39. İlk zamanlar asıl 

anlaşılmayan mekanizma artmış hatalı protein katlanmasına karşı ER 

zarında bulunan bu üç mekanizmanın nasıl harekete geçtiğidir.  

 

Peptit bağımlı ATPaz olarak tanımlanmış GRP78 bu üç 

mekanizmanın harekete geçirilmesinde etkin rol alır. Isı şok protein 70 

ailesine mensup GRP78 stres olmayan koşullarda her üç sinyal 

molekülüne bağlıdır ve bağlı durumda IRE1, PERK ve ATF6 nın 

aktivasyonunu engeller. Stres durumunda GRP78’ in IRE1 ve PERK den 

ayrılması bu proteinlerin dimerizasyon/oligomerizasyonu ve 

otofosforillenmesine neden olarak aktivasyonlarını sağlar 40, 41

ER’ un bir diğer görevi de hatalı proteinlerin parçalanarak 

uzaklaştırılmasını sağlamaktır. Bu olaya endoplazmik retikulumla ilişkili 

protein degredasyonu (ERAD) denir. ER lümeni içerdiği şaperonlar ve 

protein katlanmasında görevli diğer proteinlerle birlikte oldukça proteini 

fazla (> 100 mg/ml) bir ortamdır. Artan hatalı katlanmış protein düzeyleri 

hücre fonksiyonlarını tehdit eder düzeye geldiğinde ER lümeninde bir 

takım değişimler başlatılır. Bu değişimler hatalı proteinlerle birlikte 

şaperonların sekestresyonu, enerji kaybı veya ATP tüketimi, redüktan 

maddelerin tüketimi ve reaktif oksijen radikallerinin oluşumu olarak 

.  

 

GRP78 in ATF6 dan ayrılması ise ATF6 nın golgiye 

transferini, golgide kesildikten sonra ie ATF6 nın sitoplazmik domaininin 

çekirdeğe geçerek transkripsiyonu başlatmasını sağlar. 
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sıralandırılabilir. Burada ER hatalı proteinlerin kanal proteinleri aracılığı ile 

stoplazmaya gönderilerek ubikutinlenmesini sağlar. Ubikutinlenmiş bu 

proteinler proteozomlarda yıkılarak hücrenin hayatta kalması sağlanır. ER 

den sitoplazmaya gönderilen proteinler bazen agregatlar oluştursa da bu 

agregatlar otofaji ile ortadan kaldırılır. Burada ilginç olan son zamanlarda 

yapılan çalışma sonuçlarıdır ki, hipergliseminin invivo ve in vitro 

çalışmalarda protein agregasyonunu artırdığı ve bu agregasyonunda 

otofaji bağımlı sistem tarafından temizlenebildiğidir 42, 43. 

 

2.2.1. IRE1 sinyal yolu 

 

Biyokimyasal çalışmaların sonuçlarına göre hücrede stres 

olmadığı durumda IRE1’ in luminal domain’ inin GRP78 ile sitokiyometrik 

kompleks oluşturmuş halde olduğu gösterilmiştir. UPR stres oluştuğu 

durumda GRP78 IRE1 den ayrılarak bu proteinin aktivasyonunu uyarır. 

Aktivasyon IRE1’ in oligomerizisyonu ve otofosforilasyonu ile 

gerçekleşir 44. (Şekil 3) 

 

IRE1’ in otofosforilasyonu bu proteinin sitoplazmik tarafa 

bakan yüzeyde endoribonükleaz aktivitesini uyararak X-kutusuna 

bağlanan protein1’ in aktif olmayan mRNA’ sından 26 baz çifti kesilip 

çıkarılmasını sağlar. Böylece olgunlaşmamış halde aktif olmayan XBP1’ in 

translasyona girebilir hale gelmesini sağlar. XBP1 proteini aynı zamanda 

bir transkripsiyon faktörüdür 45. Böylece sitoplazmada hızlıca protein 

sentezi yapılan XBP1 çekirdek zarını geçerek UPR nin 

gerçekleştirilmesinde görevli şaperonların, protein katlanmasında görevli 

enzimlerin, endoplazmik retikulum aracılı protein degredasyonu 

mekanizmasında görevli EDEM1, EDEM2, EDEM3, Derlin1, Derlin2, 

Derlin3 ve HRD1 in transkripsiyonunu aktive eder 32. Böylece hatalı hatalı 

katlanmış proteinlerin ortadan kaldırılmasına veya tamir edilmesine yönelik 

kullanılacak proteinlerin transkripsiyonu uyarılmış olur.  
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IRE1’ in XBP1 dışında diğer mRNA ları farklı mekanizmalarla 

substrat olarak kullanıldığı gösterilmiştir. Örneğin; ER lümenine katlanmak 

üzere transfer edilecek mRNA ları parçalayarak ER stres anında ER 

lümeninde protein birikmesini engeller. Farmakolojik olarak ER den 

kalsiyum salıverilmesi artırılarak oluşturulan ER stres de beta hücrelerinde 

insulin mRNA düzeylerinin azalıdığı IRE1 endoribonükleaz aktivitesi ile 

olabileceği vurgulanmıştır 32, 46

   
Şekil 3: IRE1 sinyal yolu 

. 

 

44 

 

IRE1’ in hatalı katlanmış protein cevabına karşı uyarılması 

kronik dozlara ulaştığı zaman, IRE1 diğer sinyal yollarını aktive ederek 

hücrenin apoptozisinde etkili olur. 
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2.2.2. PERK sinyal yolu 

 

  ER strese acil cevap, protein sentezinin yavaşlatılması ve ER 

lümeninde protein birikiminin engellenmesidir. Bu işlem hızlıca PERK’ in 

sitoplazmaya bakan kısmında yer alan ökaryotik translasyona başlama 

faktörü 2α’ nın fosforillenmesini sağlayan kinaz domain’ in uyarılması ile 

başlatılır. PERK, ER zarında bulunan transmembran proteinidir ve stres 

olmayan durumlarda GRP78 ile bağlı aktif olmayan formda bulunur. UPR 

durumunda aktif GRP78 ayrılarak PERK aktif hale geçer 47. 

 

eIF2a metiyonil-tRNA’ nın translasyon kompleksinde yer alan 

ribozoma yönlenmesinden sorumludur. GTP bağlı eIF2a aktif durumdadır 

ve GTP ni GDP ye dönüşümü ile aktif olmayan forma dönüşür. eIF2a’ nin 

aktif olmayan formunda aktif forma dönüşmesi için guanin nükleotidi 

değiştirici faktör olan eIF2B gereklidir 48

    eIF2a’ nın fosforilasyonu eIF2B’ nin guanin nükleotit 

değiştirici aktivitesini baskılar ve böylece protein sentezi yavaşlatılır. eIF2a 

nin fosforillenme bölgesindeki mutasyonlar bu proteinin PERK tarafından 

fosforillenmesine karşı hassasiyetini azaltmıştır. Bu mutasyonlarda biri 

fosforillenme bölgesindeki 51. serin aminoasidinin alanine dönüşümü ile 

oluşturulmuştur 

.  

 

49. Homozigot eIF2aS51A doğan farelerde beta hücre hasarı 

veya eksikliği gözlemlendiği ve bu farelerin 24 saat içersinde öldüğü rapor 

edilmiştir. Buna karşın heterozigot doğan farelerin normal göründüğü 

ancak aşırı besin alımına karşı hassas oldukları gözlemlenmiştir. 

Heterozigot farelerin yüksek yağ içerikli diyetle beslendikleri zaman 

obeziteye eğilimleri olduğu bu durumunda enerji metabolizması ile 

bağlantılı olduğu açıklanmıştır. Bu hayvanlarda bozulmuş glukoz 

metabolizması, hiperinsulinemi ve hiperleptinemi gözlenmiştir. İzole edilen 

adacık hücrelerinde ise artmış artmış bazal insulin düzeylerine karşın 

azalmış glukoz ile uyarılan insulin salgılanması gözlemlenmiştir. Sonuç 
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olarak yüksek yağ içerikli diyet bu hayvanlarda ER stresi artırarak ER 

lümeninde hatalı katlanmış proinsulin düzeylerini artırmıştır. Burada eIF2a 

nın beta hücrelerinin hayatta kalması gerekliliği gösterilmiştir 50.  

 

Diğer yandan UPR de PERK’ in protein sentezini azaltıcı 

etkisine karşın aktif transkripsiyon faktörü 4 (ATF4) ün protein sentezini 

artırdığı bilinmektedir. Ayrıca PERK diğer bir transkripsiyon faktörü olan 

NF-E2 ile ilişkili faktör 2’ nin aktivasyonunu sağlar. PERK tarafından 

uyarılan her iki transkripsiyon faktörü de amino asit metabolizmasını 

hızlandırarak glutatyon sentezini artırırlar. İlginç olarak PERK eksik 

hücrelerde bazı peroksitlerin özelliklede hidrojen peroksit’ in ER stres 

boyunca boyunca biriktiği gözlemlenmiştir. Diğer yandan ATF4 eksik 

hücrelerin ise sadece glutatyonla desteklenmiş besi yerinde hayatta 

kalabildikleri gösterilmiştir 51

 

. (Şekil 4) 

 

UPR ile uyarılan PERK hücrenin hayatta kalmasını sağlamak 

için hücrede protein sentezini azaltarak ER lümeninde hatalı katlanmış 

proteinlerin birikimini engellerken aynı zamanda hatalı katlanan 

proteinlerin birikiminden kaynaklanan oksidatif stresi azaltmaya çalışır 

fakat uzun süreli aktivasyonunda ise hücrede ER aracılı apoptozis’ in 

başlatılmasını sağlar.  

 

 

 

 

 

                     

 
 Şekil 4: PERK sinyal yolu 51. 
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2.2.3. ATF6 sinyal yolu 

 

Bir transkripsiyon faktörü olan ATF6 hatalı protein 

katlanmasına karşı ER de stres sinyalini başlatan bir diğer proteindir[39]. 

ATF6 tamamı 670 amino asit dizisine sahip, 370-380 amino asit lösin 

fermuar içeren N-terminal stoplazmik domain, 21 amino asit 

transmembran domain ve 270 amino asit strese hassas lümenal domain 

içerir. UPR durumunda ATF6’ nın N-terminal domaini kesilerek ayrılır ve 

hücre çekirdeğine geçerek transkripsiyonu uyarır. ATF6 nın lümenal 

domaini UPR streste uyarıldığı zaman ATF6 ER zarından ayrılarak golgiye 

taşınır. Golgide ATF6, SP1 ve SP2 proteaz enzimleri tarafından proteolitik 

kesildikten sonra lösin fermuar içeren aktif stoplazmik domain hücre 

çekirdeğine geçer. ATF6 hücre çekirdeğinde hatalı proteinlerin tamirinde 

görev alacak GRP78, GRP94 ve kalneksin proteinlerinin sentezini artırır. 

Uzun süreli UPR de ATF6 C/EBP homolog protein’ in (CHOP) 

transkripsiyonunu artırarak hücre apoptozisine neden olur 52

 

. (Şekil 5)  

 

 

 

           

         

             

 

 

 

 
 Şekil 5: ATF6 sinyal yolu 52 
 
 
 
2.3 Endoplazmik retikulum stres ve apoptozis 
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ER’ nin uzun süreli stres normal hücresel fonksiyonların 

gerekliliği için var olan UPR’ yi yetersiz kılar. Bu durumda hücre hızlıca 

apoptozise yönlenir. Apoptozis ile hücre/doku kaybı birçok hastalığın 

kendini göstermesinde etken mekanizmadır. ER stresle uyarılan apoptotik 

hücre ölümü iskemik hasarlar, kalp hastalıkları, bazı nörodejeneratif 

hastalıklar, diyabet ve bipolar hastalıklarla ilişkilendirilmiştir 53.  

 

Apoptozis oldukça karmaşık ve enerji bağımlı bir 

mekanizmadır. Apoptozis için tanımlanmış iki temel yol vardır. Birincisi 

hücre zarındaki reseptörlere bağlanan ligandlar tarafından uyarılan dışsal 

apoptozis, ikincisi ise içsel var olan mitokondriyal apoptozisdir. 

Radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, bazı enfeksiyonlar ve serbest 

radikaller içsel var olan mitokondriyal apoptozisin uyarılmasında oldukça 

etkilidir 54.  

 

ER membranında yer alan strese duyarlı proteinler direkt 

apoptozise neden olmasa da diğer proteinleri uyararak apoptotik kaskadı 

başlatırlar. ER stresin uzun süreli uyarılmasında üç temel mekanizma ile 

apoptozis kaskadı ilerletilir. Birincisi PERK/eIF2/ATF4 sinyal yolunun 

uyardığı CHOP proapoptotik yolak, ikincisi IRE1 UPR sinyal yolunun 

uyardığı apoptozis sinyali düzenleyen kinaz 1 (ASK1)/c-Jun NH2-terminal 

kinaz (JNK), üçüncü yol ise ER de bulunan kaspaz 12 nin ilerlettiği kaskad 

sinyal yoludur 55.(Şekil 6)  
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Şekil 6: ER stresin uyardığı apoptozis yolları 55 
 
2.3.1. PERK/eIF2/ATF4/CHOP apoptozis sinyal yolağı. 
 

 PERK hücrede ER strese cevaben ökaryotik translasyona 

başlama faktörü 2’ nin a alt ünitesini fosforilleyip, protein sentezini 

azaltarak hücrenin strese adaptasyonunu ve hayatta kalmasını sağlar. 

Uzun süren ER streste PERK/eIF2 transkripsiyon faktörü ATF4’ ün 

uyarılmasına ve CHOP’ un transkripsiyonunun artışına neden olur. CHOP 

aynı zamanda hücrede DNA hasarındaki artışa bağlı uyarılır. CHOP 

proapoptotik sinyali, Bcl-2 ailesinin Bax ve Bad gibi proapoptotik 

proteinlerinin hücrede düzeylerinin artırılması ve bu proteinlerin 

mitokondriye translokasyonu ile sağlanır 56, 57

 eIF2a nın fosforilasyonu strese cevabın ayarlanmasında 

oldukça önemlidir. ATF4’ ün uyarılmasına bağlı artan CHOP düzeyleri 

GADD34 proteininin aktivasyonuna neden olur. GADD34; protein fosfataz 

1’ in (PP1) kofaktörüdür ve eIF2a’ nı defosforilasyonuna neden olarak 

protein sentezini artırır 

.  

 

58. Daha önceki çalışmalar GADD34/PP1 
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Kompleksi ve eIF2a fosforilasyonunu engelleyen selektif inhibitörler ER 

aracılı apoptozisi engellediği gösterilmiştir 59. 

  

2.3.2. IRE1/JNK apoptozis sinyal yolağı. 

 

IRE1, c-jun N-terminal kinaz yolunu aktive ederek hücrede 

apoptozisi başlatır. IRE1 aynı zamanda PERK/CHOP sinyal yolunun 

uyarılmasını da sağlar 60. 

 

IRE1’ in sitoplazmik bileşeni tümör nekrozis faktör reseptörü 

ile ilişkili faktör 2 (TRAF2) ve JNK’ nın fosforillenerek aktif olmasını 

sağlayan ASK1 ile kompleks halindedir. ASK1, ER stres aracılı 

apoptozisde proapoptotik sinyalin devamından sorumludur 61.  

 

JNK fosforillenerek aktive edildiği zaman Bcl-2 ailesi 

proteinlerini fosforilleyerek aktivitelerini düzenler. Bax ve Bad proteinlerini 

aktive ederek apoptozisi ilerletir. Bu duruma ek olarak ER stres anında 

Bax ve Bad proteinlerinin direkt IRE1 proteinine bağlı olduğu, bu durum da 

UPR ile apoptozis arasında ilişki veya bağlantı olabileceği fikrini 

pekiştirmektedir 62. 

 

Diğer yandan TRAF2’ nin kaspaz 12 aktivasyonuna neden 

olduğu gösterilmiştir 63

Hücrede stres olmadığı koşullarda prokaspaz 12 ER zarında 

aktif olmayan formda bulunur. Hücrede stres anında kalsiyum bağımlı 

kalpain kaspaz 12’ nin kesilerek aktif forma dönüşümünü sağlar. Aktif 

. CHOP ve JNK’ nın aktivasyonu, Bcl-2 

proteinlerinin düzenlenmesine dolayısıyla Bak/Bad ve kaspaz aracılı 

apoptozise neden olması esastır. 

 

2.3.3. Kaspaz 12 apoptozis sinyal yolu 
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kaspaz 12 sitoplazmaya geçerek prokaspaz 9’ un sitokrom c ye gerek 

olmaksızın aktivasyonunu sağlar. Böylece kaspaz 9 aracılı kaspaz 3’ün de 

aktivasyonu sağlanır. Bu durumda ayrıca JNK yoluda aktive edilebilir. 

Kalpain’ in ayrıca Bax proteinlerinin proapoptotik aktivitesini de artırdığı 

gösterilmiştir 64, 65. 

 

Ayrıca ATF6’ nın da caspaz 12’ yi aktive ettiği 

gösterilmiştir 66. ATF6 ayrıca kronik ER streste CHOP aktivasyonuna 

neden olarak hücre apoptozis’ ine katkıda bulunur 67

 Pankreatik beta hücrelerinde metabolik işleyişin fizyolojik 

düzenlenmesinde oksidatif stres ve ER stres oldukça öneme sahiptir. Beta 

hücrelerinde IRE1a’ nın aktivasyonu ve PERK/eIFa’ nın baskılanması, 

yüksek glukoz konsantrasyonlarında proinsulin biyosentezi için geçiş 

sürecidir. Bu süreç hiperglisemi ile daha uzun sürede geçilirse beta 

hücrelerinde fonksiyon bozukluğu veya apoptozise neden olabilir. Aynı 

zamanda kronik glukoz uygulaması pankreatik beta hücrelerinde IRE1’ in 

sitoplazmik endoribonükleaz aktivitesini uyararak proinsulin’ in 

parçalanmasını sağlamıştır 

. 

 

2.4. ER stres ve pankreatik beta hücresi 
 

68. Ayrıca kronik glukoz uygulamasının 

pankreatik beta hücrelerinde JNK aktivasyonuna neden olduğu 

gösterilmiştir 69. Yine beta hücrelerinde hipergilisemik ortamın PERK 

aktivasyonuna bağlı CHOP ve ATF3 düzeylerini artırdığı gösterilmiştir 70. 

Buna ilave olarak tip 2 diyabetik hastalardan alınan pankreas örneklerinde 

yapılan histopatolojik çalışmalarda aynı belirteçlerin seviyelerinin arttığı 

gösterilmiştir 71. Diyabetik db/db farelerin pankreatik adacık hücrelerinde 

artmış CHOP ekspresyonu, PERK aktivasyonu, artmış eIF2a 

fosforilasyonu ve ATF4 düzeyleri gösterilmiş ve PERK sinyal yolunun 

diyabetik sürecin gelişiminde etkili olabileceği vurgulanmıştır 72. Hatalı 

veya doğru katlanmamış protein cevabı çoğu zaman beta hücrelerinde 
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apoptozise karşı koruyucu mekanizmadır. Diğer yandan beta hücrelerinde 

UPR ile mTOR sinyal yolu arasındaki ilişkinin gösterilmiş ve bu yolun 

proinsulin sentezinde etkili olduğu vurgulanmıştır. Daha önceki 

çalışmalarda mTORC1’ in beta hücrelerinde ve farklı diğer dokularda 

besinlere karşı cevabı kontrol ettiği gösterilmiştir. Glukoz, palmitat ile 

uyarılan beta hücre hasarına katkıda bulunmuştur. Bu çalışmada mTOR 

UPR genlerinin aktivasyonunu sağlayarak beta hücrelerini korumuştur. 

Diğer yandan glukolipotoksisite beta hücrelerinde ER stres ve apoptozisin 

uyarılmasına katkıda bulunmuştur. Dolayısıyla beta hücrelerinin hayatta 

kalması veya apoptozise gitmesi bu yolaklar arasındaki dengeye 

bağlıdır 69.  

 

 Son çalışmalar oksidatif stres ve ER stres arasında ki ilişkiyi 

açıklamaya yöneliktir. Artmış reaktif oksijen radikalleri oksidatif stres’ in 

göstergesi olup ER stresi uyarmaktadır (Şekil 7). Reaktif oksijen radikalleri 

ve nitrik oksit düzeyleri beta hücre hemostazında oldukça önemlidir. 

Glukolipotoksisite oluşturulmuş hücrelerde nöronal nitrik oksit sentaz 

(nNOS) aktivitesi ve nitrik oksit üretiminde artış saptanmıştır. Diğer yandan 

NOS inhibisyonunun beta hücre apoptozisini artırdığı gösterilmiştir. Bu 

bulgu ER stres ile oksidatif stres arasındaki karmaşık etkileşimi 

göstermektedir. Bu duruma karşın UPR de reaktif oksijen radikallerinin 

üretildiği bilinmektedir çoğu zaman UPR ye bağlı artan radikal düzeyleri 

hücre apoptozisinin uyarılmasında etkili olmuştur 73. ER de yer alan Ero1 

ve PDT gibi oksidoredüktazlar tiyol disülfit değişim reaksiyonlarında reaktif 

oksijen radikallerinin üretimine neden olurlar 74. Burada reaktif radikallerin 

üretiminin azaltılması veya üretilen radikallerin antioksidanlar tarafından 

temizlenmesi beta hücrelerinin hayatta kalmasına katkıda bulunmak için 

geliştirilecek tedavi yaklaşımı olabilir.  
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Şekil 7: Pankreatik beta hücresi reaktif oksijen türleri ve ER stres 

Serbest radikaller çoklu doymamış yağ asitlerinden bis-akrilik 

hidrojen atomunu çıkararak konjege pentadienil radikalini oluşturur. 

Böylece lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu başlatılmış olur. 

Pentaenil radikali hızlıca oksijenle reaksiyona girerek dienil peroksil 

radikalini oluşturur. Burada peroksil radikali herhangi bir antioksidanla 

temizlenmez ise, komşu lipit molekülünden hidrojen koparıp kendi 

yapısına bağlayarak kendisi lipit hidroperokside dönüşürken komşu lipitde 

zincieleme lipit peroksidasyonu reaksiyonlarını başlatır. Doymamış 

75 

 

2.5. 4-hidroksinonenal 
 

Oksidatif stres, serbest radikallerin neden olduğu 

oksidasyona karşı hassas, hücre zarındaki çoklu doymamış yağ asitleri, 

proteinler ve nükleik asitler gibi biyomakromoleküllerin yapısında değişime 

neden olarak hücrelerde hasar oluşturur. Oksidatif stresin en belirgin 

etkilerinden biride lipit peroksidasyonudur.  
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yadıdaki lipit hidroperoksit molekülleri lipit alkoksil radikallerinin üretimine 

katkıda bulunur. Lipit alkoksil radikalleri okside lipidlerin fragmentasyonuna 

neden olarak malondialdehit, akrolein, 4-hidroksinonenal, 4-okso-2-

nonenal, 2-hidroksialkenaller, enaller gibi toksik ve elektrofilik α-β 

doymamış aldehitlerin oluşumuna neden olur 76, 77. Oksidatif metabolizma 

sonucu oluşan bu elektrofiller genelde patofizyolojik, toksik ve karsinojenik 

etkilidirler. Elektrofillerin kimyasal toksikolojisi ise hücre içi nükleofillere 

kovalent bağlanarak kendini gösterir 78.  

 

 Daha önceki yapılan çalışma sonuçlarına göre lipid 

aldehitlerinin düşük bazal düzeylerde (≤1 µM) sentezlendiği ve bu 

seviyelerde sinyal iletiminde görev alabileceği vurgulanmıştır. Ancak uzun 

süreli oksidatif stres altında kontrol edilemeyen düzeyde artan toksik 

aldehitler biyolojik moleküllerde istenmeyen modifikasyonlara neden 

olarak birçok hastalığın başlamasına etken olabilir. 4-hidroksinonenal 

nükleofilik yapıda olan nükleik asitlerin baz yapılarına bağlanarak çeşitli 

moeküler değişimlere neden olarak genotoksik etki gösterir. 4-

hidroksinonenal’ in proteinlere bağlanarak yapı değişimlerine neden 

olur 80

4-hidroksinonenal proteinlerin yan zincirinde var olan 

nükleofilik amino asitlerle reaksiyona girerek stabil ürünler oluşturur. Bu 

ürünler Michael reaksiyonu ürünleri, schiff baz ürünleri çapraz bağlı protein 

ürünleri ve glutatyon konjugatları olarak sayılabilir. 4-hidroksinonenal 

nükleofilik proteinlere bağlanarak bu proteinlerin hatalı katlanmasına ve 

hasarlı proteinlerin oluşumuna neden olur. 4-hidroksinonenal yapısındaki 

α-β doymamış karbonil grupları ile nükleofillerle oldukça kolay 1,2- ve 1,4- 

Michael reaksiyonuna girer. 1,2- Michael reaksiyonu proteinlerin yan zincir 

amino asitlerinin primer amin grubu ile karbonil grubu arasında reaksiyonla 

gerçekleşir ve karbonilamin ara ürünü su kaybederek schiff baz ürünlerini 

oluşturur. Schiff baz oluşumu asidik ortamda gelişir. 4-hidroksinonenal’ in 

. (Şekil 8)  
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sulu çözeltilerde 1,4- Michael ürünleri baskın iken organik çözelti içersinde 

schiff baz ürünlerinin varlığı bilinmekte bu durumunda schiff baz 

oluşumunun genelde protein’ in hidrofobik mikro çevresinde oluşabileceği 

fikrini desteklemektedir. Ayrıca amin grupları ile aldehit grupları arasında 

reaksiyon sonucu hidroksinonenal’ in pirol grupları ile oluşturduğu çapraz 

bağlı ürünleri ortaya çıkar. 1,4- Michael reaksiyonu aldehit’ in C3 karbonu 

ile nükleofil arasında gerçekleşir. Böylece nükleofillerin toksik aldehit 

yapıya eklenmesi gerçekleşir. Bu arada proton hidroksinonenalde 

karbon=karbon (C=C) çift bağ içeren yapıya katılır. Başlangıç ürünü 

enolattır. Bu ürün hızla taotomerizm göstererek keto forma dönüşür. Bu 

değişim C2 karbanion protonlenması ile devam eder. Burada 1,4- Michael 

reaksiyonu genelde proteinlerin sistein, histidin ve lizin amino asitleri 

hidroksinonenal arasında gerçekleşir. 4-hidroksialkenallerin Michael 

reaksiyonu sonucu C=C (C2=C3) oluşumu içermez. 4-hidroksil grubunun 

aldehit ile reaksiyonu sonucu hızla siklik hemiasetal (laktol) oluşumu 

gözlenir. Sulu çözeltilerde glutatyon ile konjugat ürünleri % 95 laktol 

ürünlerine dönüşümü sağlar. Aldehit grubu ile amin grubu arasındaki 

reaksiyon sonucu çapraz bağlı proteinlerin açığa çıktığı da bilinmektedir. 

  

Protein amino asit yan zincirlerinin 4-hidroksinonenal ile 

reaksiyonunda sistein>histidin>lizin şeklinde reaktiviteleri bilinmektedir. Bu 

da tiyol gruplarının hidroksinonenal’ e karşı reaktivitesinin yüksek 

olduğunu gösterir. 4-hidroksinonenal ile glutatyon arasındaki reaksiyonun 

hız sabiti pH:7.4 de 1.3 M-1 s-1 olarak hesaplanmıştır. Bu da 

hidroksinonenal’ in fizyolojik glutatyon konsantrasyonu varlığında (5 mM), 

2 dakika yarı ömrünün olabileceğini gösterir. Böylece sulu ortamda 

hidroksinonenal’ in çoğunun tiyol-bağlı olabileceğinin anlaşılması sağlanır. 

Ayrıca hidroksinonenal’ in tiyol konjugatı oldukça az stabiliteye sahiptir. 

Buna karşın histidin-hidroksinonenal konjugatı sistein ve lizin konjugatına 

göre daha stabildir 78.  
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Şekil 8: 4-hidroksinonenal’ in proteinlerin amino asit yan zircirleri ile reaksiyonları80 

 

 4-hidroksinonenal hücrede enzimatik reaksiyonlar sonucu 

oksido/redüksiyona uğrayarak veya glutatyonla konjugat oluşturarak 

hücrede daha az toksik veya reaktivitesi çok daha düşük ürünlere 

dönüştürülerek detoksifiye edilmeye çalışılır 78

 Glutatyon 4-hidroksinonenal ile Michael reaksiyonuna girer 

ve bu reaksiyon glutatyon-S-transferaz tarafından katalizlenir. 4-

. (Şekil 9) 4-hidroksinonenal 

mitokondriyal aldehit dehidrogenaz (ADH2) tarafından NAD-bağımlı 

oksidasyon ile 4-hidroksinon-2-enoik asit’ e dönüştürülür. Bu ürün Michael 

reaksiyonuna katılamaz ve 4-hidroksinonenal’ e göre reaktivitesi oldukça 

düşüktür. Ayrıca 4- hidroksinonenal birkaç enzim tarafından indirgenerek 

daha düşük reaktiviteye sahip ürünlere dönüştürülür. Aldehit redüktaz 

(AKR1A1), aldoz redüktaz (AKR1B1) ve AKR1C alt enzim ailesi enzimleri 

NADPH-bağımlı indirgenme reaksiyonu ile 4-hidroksinonenal’ in aktif 

olmayan 1,4-dihidroksi-2-nonene formuna dönüşümünü sağlar.  

 



 29 

hidroksinonenal’ in glutatyonla enzimatik olmayan reaksiyonuna kıyasla, 

glutatyon-S-transferaz bu reaksiyonu yaklaşık 600 kat hızlandırır. 

 

 Son yıllarda yapılan çalışmalara göre 4-hidroksinonenal’ in 

yapısındaki C=C bağı alkenal/one oksidoredüktaz tarafından indirgenerek 

4-hidroksinonanal’ e dönüştürülür. 4- hidroksinonanal ise hızla laktol 

formuna dönüşür ve böylece serbest aldehit grubu kapatılmış olur. 

 

 Bir diğer önemli nokta son yıllarda yapılan çalışmalar 

hücrede 4-hidroksinonenal’ in çoğunun glutatyon konjugatı şeklinde saf 

dışı bırakıldığını göstermektedir. Böylece 4-hidroksinonenal-HNE 

konjugatı da MRP2 ve RLIP76 gibi hücre zarı transport proteini ile hücre 

dışına atılarak uzaklaştırılır 79

 

.  

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
Şekil 9: 4-hidroksinonenal’ in biyotransformasyonunu gösteren reaksiyonlar (A) 4-

hidroksinonenal’ in ADH2 ile oksidasyonu, (B) 4-hidroksinonenal’ in kendiliğinden 

veya GST aracılı glutatyon ile konjugasyonu, (C) 4-hidroksinonenal’ in enzimatik 

indirgenmesi ile 4-dihidroksi-2-nonene dönüşümü, (D)  Alkenal/one oksidoredüktaz 
tarafından 4-hidroksinonenal de C=C bağının indirgenmesi, (E) Aldoz redüktaz 

tarafında GSH-HNE’ nin indirgenmesi, (F) Kendiliğinden hemiasetal oluşumu, (G) 

Kendiliğinden laktol oluşumu, (H) 4-hidroksinonanal’ in indirgenmesi 78 

 

2.5.1. 4-hidroksi-2-nonenal ve ER stres 
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 4-hidroksinonenal hücrede protein hasarını ve hatalı 

katlanmasını artırarak ER stresi başlatabilir[80]. (Şekil 10)  

 
Şekil 10: 4-hidroksinonenal ve ER stres ilişkisi 80 

 4-hidroksinonenal’ in ER stres üzerine etkisi ile ilgili çok 

fazlaca çalışma olmasa da, West ve arkadaşları RKO kolerektal 

karsinoma hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in protein hasarına bağlı ER 

stresi uyardığını göstermişlerdir. Burada hipotez olarak 4-hidroksinonenal’ 

in hücre içi redoks dengesini değiştirdiği, bu değişimle birlikte protein 

hasarı geliştiği ve bu değişimin ER stres de dahil olmak üzere birkaç hücre 

içi sinyal yolunu uyardığı fikri ortaya atılmıştır. Aynı çalışmada 60 µM 4-

hidroksinonenal uygulamasının hücrelerde gen ifadelenmesi üzerine etkisi 

mikro array çalışması ile ölçülmüştür 80. 



 31 

 

 Diğer bir çalışmada alkolik karaciğer hasarı oluşturulan 

sıçanlarda lipit peroksidasyonu sonucu oluşan 4-hidroksinonenal’ in ısı şok 

protein 70 (Hsp70), Hsp90, Erk 1/2, Prx6 gibi hücresel proteinlere etki 

etmiş, bu proteinlerin hasarı hücrede, ATPaz protein katlanması ve 

aktivitesinde bozulma, hatalı disülfit köprüsü oluşmuş proteinlerin 

tamirinde fonksiyon bozuklukları, karaciğer hücrelerinin yenilenmesinde 

etkin Erk 1/2 proteininde baskılanmaya neden olmuştur. Aynı çalışmada 

Hsp70 ve Hsp90 proteinlerindeki değişimin ER stresi başlatabileceği fikri 

ortaya atılmıştır 81.  

 

 HMEC-1 insan epitelyal hücreleri ile yapılan aterosiklerozis 

modellemesinde 4-hidroksinonenal 20 µM konsantrasyonda hücrelerde 

ER stres proteinlerini uyarmış, Ire1α ve eIF2α’ nın fosforilasyonunu 

artırmıştır. Burada kullanılan 4-hidroksinenenal konsantrasyonu düşük 

yoğunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu sonucu oluşan 4-

hidroksinonenal konsantrasyonu ile aynıdır. Aynı çalışmada 4-

hidroksinonenal hücresel proteinlerin serbest amino grupları ve tiyol 

gruplarında değişime neden olarak protein hasarı oluşturmuştur 82.  

 

 Keith ve arkadaşları çalışmalarında vasküler düz kas ve 

umblikal epitelyum hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in ER stresi uyardığı ve 

UPR de görevli proteinlerin fosforilasyonunu artırdığı gösterilmiştir. Toksik 

aldehitlerin kalp dokusunda protein hasarına bağlı ER stresi artırdığı, bu 

durumda kardiyak iskemi-reperfüzyonun patogenezinde etkili olabileceği 

fikri aynı çalışmada ortaya atılmıştır 83.  
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2.5.2. 4-hidroksinonenal ve apoptozis 

 

 1980 lerin başınsa 4-hidroksinonenal’ in hücre büyümesi ve 

farklılaşması üzerine etkileri yayınlanırken, daha sonraki çalışmalarda 4- 

hidroksinonenal’ in apoptotik etkisi, hücre büyümesi ve farklılaşması 

üzerine etkilerine ilave edildi 84

 

. 4-hidroksinonenal fizyolojik 

konsantrasyonlarda hücre fonksiyonlarının düzenlenmesinde, çeşitli 

metabolik yolların aktivasyonunda, ve bazı genlerin ifadelenme değişimine 

neden olarak hücre içi sinyal molekülü olarak davranır. Ancak fizyolojik 

doz aşımında hücrelerde toksiktir ve apoptozisin başlatılmasında ve 

ilerleyişinde etkilidir (Şekil 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 11: 4-hidroksinonenal ve apoptozis ilişkisi 84 

 

 4-hidroksinonenal’ in doz bağımlı tüm vücuttaki etkisi tam 

olarak açık değildir. Çünkü çalışmalar genellikle hücre kültürü deneyleri ile 

sınırlı kalmıştır.  Sağlıklı insan plazmasında 0.3-0.7 µM 4-hidroksinonenal 

ölçülmüştür. Ancak oksidatif stres durumunda bu seviye 10 kat kadar 

artmıştır 85.  
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 4-hidroksinonenal hücrede membran reseptör proteinleri ile 

ilişkilidir. 4-hidroksinonenal hücre zarında endotelyal büyüme faktörü 

(EGFR) trozin kinaz domain’ ine bağlanarak EGFR-Sch-ERK kaskadınının 

aktivasyonunu engeller. Aynı zamanda 4-hidroksinonenal hücre içi 

glutatyon deposunun tüketilmesine neden olarak proapoptotik sinyali 

başlatır. Bu sinyal Fas bağımsız kaspaz 8, kaspaz 9 ve kaspaz 3 

proteinlerinin aktivasyonu ile sağlanır. 4-hidroksinonenal hücrede kapsaz 

kaskadını başlatırken aynı zamanda anti-apoptotik proteinlerinde 

baskılanmasına neden olur. 4-hidroksinonenal sadece hücre membran 

reseptörleri ile ilişkili değildir aynı zamanda apoptozisin düzenlenmesinde 

ve ilerleyişinde görev alan diğer proteinlerle de ilişkilidir 86. 

 

 4-hidroksinonenal yüksek konsantrasyonlarda hücre 

farklılaşması ve apoptozisde etkili olmuştur. Kimi zaman bu etkisini, 

adenilat siklaz, JNK, protein kinaz C, ve kaspaz 3 ile ilgili sinyal yollarını 

etkileyerek gerçekleştirmiştir. Bununla birlikte düşük dozlrda aortik düz kas 

hücreleri ve eritroblostoid lösemi hücrelerinde proliferasyonu artırmıştır. Bu 

durumda 4-hidroksinonenal için oldukça dar fizyolojik konsantrasyon 

değeri belirlenmiş ve bu değer aşıldığı zaman hücre farklılaşması ve 

apoptozisin gerçekleştiği vurgulanmıştır. Düşük dozlarda proliferasyonu 

artırıcı etkisi 4-hidroksinonenal’ in glutatyon-s-transferaz tarafından toksik 

etkisinin bertaraf edilerek gerçekleştiği savunulmuştur 87.  

 

 K562 (insan miyoloid lösemi) hücrelerinde 1-10 µM 

konsantrasyonda 4-hidroksinonenal hücre büyümesi ve farklılaşmasını 

baskılamıştır. Yine aynı doz 4-hidroksinonenal uygulaması HL 60 

(promiyolositik lösemi) hücrelerinde hücre proliferasyonunu baskılamıştır. 

4-hidroksinonenal’ in bu etkisi hücre tipine bağlı olarak değişkendir 88

 4-hidroksinonenal’in etkisinin bertaraf edilmesi çogunlukla 

glutatyon-S-transferaz aktivitesine bağlıdır. Hücrede GST aktivitesi veya 

.  
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HNE-GSH konjugatının hücre dışına atılmasında etken hücre zarı 

transport proteinleri baskılandığında hücrede 4-hidroksinonenal’ in 

apoptozise neden olduğu gösterilmiştir 89.  

 

 4-hidroksinonenal kortikal nöronlarda aktivatör protein 1’ in 

DNA ya bağlanmasını artırarak apoptozisi hızlandırmıştır. Aynı çalışmada 

4-hidroksinonenal JNK fosforolasyonunda artış, kalsiyumun mitokondriye 

girişinin baskılanmasına bağlı membran potansiyelinde bozulma ve 

kaspaz aktivasyonuna neden olmuştur. Burada 4-hidroksinonenal 

transkripsiyon düzeyinde değişime neden olarak hücre ölümünü 

etkilemiştir. Böylece gerek sağlıklı gerekse nörodejeneratif hücrelerde 4-

hidroksinonenal’ in apoptozis üzerine etkisi hücre içi düzeyine bağlıdır 90.  

 

 4-hidroksinonenal 10 µM dozda insan lenfoblastik lösemi 

hücrelerinde apoptozisi uyarırken ilginç olarak sağlıklı lökositlerde 

apoptozis ancak 15 kat yüksek konsantrasyonda apoptozisi uyarmıştır. 

Burada 4-hidroksinonenal kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonuna 

bağlı olarak apoptozisi uyarmıştır. Kaspaz 2 başlangıçta yer alan 

kaspazdır, gerek direkt gerekse kaspaz 8 aracılı kaspaz 3’ ün 

uyarılmasında etkili proteindir 91

 Diğer yandan hücrede apoptozisin uyarılması c-myc 

ifadelenmesinin artışında, bazı hücreler de ise azalışına bağlıdır. 4-

hidroksinonenal lenfoblastik hücrelerde c-myc ifadelenmesini azaltmıştır. 

Aynı çalışmasında kaspaz kaskadı başlamış ve hücreler apoptozise 

yönelmiştir. Bu da 4-hidroksinonenal’ in c-myc aracılı pro-apoptotik etkisini 

ortaya koymuştur. Aynı konsantrasyonda 4-hidroksinonenal’ in 

monositlerde apoptozise neden olmadığı gösterilmiştir. Böylece 4-

hidroksinonenal’ in lösemide kemoteröpatik olarak kullanılabileceği fikri 

ortaya atılmıştır. 4-hidroksinonenal ayrıca HL 60 hücrelerinde c-myc ve c-

myb genlerinde değişime neden olarak bu hücrelerde hücre döngüsünü 

.  
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yavaşlatmıştır. Ayrıca hücre döngüsü ile ilişkili proteinler siklin, siklin 

bağımlı kinaz ve kinazların inhibitörleri 4- hidroksinonenal’ den 

etkilenmiştir. 4-hidroksinonenal birçok tümör hücre hattında hücre 

bölünmesini engellemiş ve apoptozisi artırmıştır 92.  

 

 Osteosarkoma hücrelerinde 24 saat içersinde sitokrom c 

salınımını artırmış ve kaspaz kaskadını uyararak apoptozise neden 

olmuştur 93.  

 

 PPAR-Β/δ reseptör süper ailesinin ligandları birçok hücrede 

apoptozise neden olur. 4-hidroksinonenal PPAR-Β/δ reseptör ligandlarına 

benzer etki göstermiştir 94.  

 

 4-hidroksinonenal mitojen ile aktive edilen protein kinaz 

sistemini uyararak aktivatör protein 1 ’ in (AP 1) DNA ya bağlanmasını 

uyarır. Aynı zamanda 4-hidroksinonenal JNK sinyal yolu ile de AP1’ in 

uyarılmasını sağlar 95. 

 

 4-hidroksinonenal’ in apoptozis üzerine etkisi çoğunlukla 

tümör hücreleri üzerinde çalışılmışken sağlıklı hücrelerle çalışmalar her 

geçen gün artmaktadır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

Bu çalışma, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya 

Anabilim dalı araştırma laboratuarı ve hücre kültürü çalışmaları için Tıbbı 

Farmakoloji laboratuarının imkanları kullanılarak tamamlanmıştır. Çalışma 

Gazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi (01/2010-52) 

tarafından desteklenmiştir.  

 

Çalışmada kullanılan rat pankreatik beta hücre (INS-1) hattı İsviçre 

Geneva Üniversitesi Tıp Fakültesi Hücre fizyolojisi ve metabolizması 

laboratuvarından (Pierre Maechler PhD.) gönderilmiştir.  

 

Hücreler 37 ºC sıcaklıkta, % 5 karbondioksit içeren steril 

inkübatörde kültüre edildi. Hücreler; 30 dakika 55 ºC sıcaklıkda ısıl işlemle 

inaktive edilmiş % 10 fetal sığır serum (Gibco, Invitrogen), 100 U/mL 

penisilin (Gibco, Invitrogen), 100 μg/mL streptomisin (Gibco, Invitrogen), 2 

mM glutamin (Gibco, Invitrogen), 1 mM sodyum pürivat (Gibco, 

Invitrogen), 10 mM HEPES (Gibco, Invitrogen), 50 µM 2-merkaptoetanol 

(Sigma Aldrich) içeren RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen) besiyerinde kültüre 

edildi. Hücreler 25 cm2

Sanyo karbondioksitli inkübatör 

 kültür kabında kültüre edildi ve 0.25% 

Tripsin/EDTA (Gibco, Invitrogen) yardımıyla kültür kabı tabanından 

koparılıp bir başka kültür kabına pasajlandı. Tüm deneyler pasaj numarası 

54-60 arası hücrelerde tamamlandı.   

 
3.1. Deneylerde kullanılan cihazlar 
 
Hermle z 323 K soğutmalı santrifüj 

Edmund Bühler KL-2 çalkalayıcı 

Bandelin sonopuls sonikatör 

Biorad protean tetra cell elektroforez tankı 

Biorad protean tetra blotting modülü 

Biorad powerpac universial güç kaynağı 
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Nüve steril kabin 

Molecular devices M3 mikroplaka okuyucu  

Biotek ELX 50 mikroplaka yıkayıcı 

Sanyo -80 ºC derin dondurucu 

Vorteks ( Heidolf Reax 200 ) 

pH metre (Jenway) 

Hassas terazi  (Schimadzu, Libror, AEG 220) 

 
3.2 Deneyler 
 
3.2.1. 4-Hidroksinonenal’in sitotoksik etkisinin MTT ((3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

MTT deneyi canlı hücrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu sarı 

renkli ((3-(4,5-

tetrazolium bromide) deneyi ile ölçümü 

 

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)’ in 

indirgenerek mor formazan kristaline dönüştürülmesi prensibine dayanır. 
4-hidroksinonenal’in sitotoksik etkisi Janjic ve arkadaşlarının tarif ettiği 

yönteme göre ölçüldü. 96 kuyucuklu kültür kabına kuyucuk başına 30.000 

hücre 200 µl RPMI-1640 besiyeri içersinde ekildi. Hücrelerin kültür kabı 

tabanına tutunmaları için 24 saat karbondioksitli steril etüvde inkübe edildi. 

24 saat sonunda kuyucuklardaki besi yeri atıldı ve 0, 1, 5, 10, 25, 50 

µmol/L konsantrasyonlarda 4-hidroksinonenal içeren besiyeri eklendi. 4-

hidroksinonenal içeren besi yeri (Fenol kırmızısı içermeyen RPMI-1640) ile 

hücreler 1 saat inkübe edildi. 1 saat sonunda 4-hidroksinonenal içeren 

besi yeri atıldı ve fenol kırmızısı içermeyen taze besiyeri (4-

hidroksinonenal içermeyen) eklendi. Taze besi yeri eklendikten hemen 

sonra 10 µl MTT solüsyonu (5 mg/ml distile suda çözüldü.) kuyucuklara 

pipetlendi ve 4 saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda oluşan formazan 

kristalleri besiyeri atıldıktan sonra 100 µl dimetilsülfoksit eklenerek çözünür 

hale getirildi. Kuyucuklarda oluşan mor rengin optik yoğunluğu 570 nm de 

mikroplaka okuyucuda ölçüldü   96.  
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole�
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl�
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole�
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl�
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3.2.2. 4-Hidroksinonenal’ in insulin salıverilmesi üzerine etkisinin ELISA 

yöntemi ile ölçümü 

 

24 kuyucuklu kültür kabına kuyucuk başına 500.000 hücre 200 µl 

RPMI-1640 besiyeri içersinde ekildi. Hücrelerin kültür kabı tabanına 

tutunmaları için 24 saat karbondioksitli steril etüvde inkübe edildi. 24 saat 

sonunda kuyucuklardaki besi yeri atıldı ve 0, 1, 25, 50 µmol/L 

konsantrasyonlarda 4-hidroksinonenal içeren steril KREBS solüsyonu (115 

mM NaCl, 5.9 mM KCl, 1.2 mM MgCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 1.2 mM 

Na2SO4, 2.5 mM CaCl2, 25 mM NaHCO3

Pankreatik beta hücreleri, 2.000.000 hücre 25 cm

, pH 7.4) eklendi. 4-

hidroksinonenal içeren KREBS solüsyonu ile hücreler 1 saat inkübe edildi. 

1 saat sonunda 4-hidroksinonenal içeren KREBS solüsyonu 

kuyucuklardan atıldı ve yerine bazal insulin salıverilmesi için 2.8 mmol/L 

glukoz içeren, indüklenmiş insulin salıverilmesini sağlamak için ise 16.7 

mmol/L glukoz içeren KREBS solüyonları kuyucuklara eklendi ve 2 saat 

insulin salıverilmesi için inkübe edildi. Süre sonunda üst sıvılar toplandı. 

100 kat KREBS solüsyonunda dilue edilen üst sıvılarda insulin düzeyleri 

ELISA kiti (Millipore Insulin ELISA kit) kullanılarak ölçüldü. 

 
3.2.3. 4-Hidroksinonenal’ in detoksifikasyon enzimleri, endoplazmik 

retikulum stres ve apoptozisle ilişkili proteinler üzerine etkisinin Western 

blot yöntemi ile ölçümü 

 
2 hücre kültür 

kabına 5 ml RPMI-1640 besiyeri içersinde ekildi. Hücrelerin kültür kabı 

tabanına tutunmaları için 24 saat karbondioksitli steril etüvde inkübe edildi. 

24 saat sonunda kültür kaplarındaki besi yeri atıldı ve 0, 1, 25, 50 µmol/L 

konsantrasyonlarda 4-hidroksinonenal içeren besiyeri eklendi. 4-

hidroksinonenal içeren besi yeri (Fenol kırmızısı içermeyen RPMI-1640) ile 

hücreler 1 saat inkübe edildi. 1 saat sonunda besi yeri atıldı ve protein 

izolasyonu için kültür kabına 500 ml proteaz inhibitor (Santa cruz tablet) 
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karışımı ve protein fosfataz inhibitörü (Roche tablet, USA) karışımı içeren 

hücre lizis solüsyonu eklendi. Lizis tamponu ile hücreler kazıyıcı yardımı 

ile toplandı. 5 dakika buz üzerinde bekletilen hücreler 20 saniye sonike 

edildikten sonra 10000 rpm +4 ºC de 10 dakika santrifüj edildi ve 

süpernatanda BCA (Bisinkoninik asit, Pierce) protein tayin kiti kullanılarak 

protein miktarı ölçüldü. 

 

 Protein örnekleri yükleme tamponu içersinde 5 dakika 

kaynatıldıktan sonra kuyucuklarda 35 µg protein olacak şekilde % 5 

paketleyici, % 12 ayırıcı sodyum dedosil sülfat içeren poliakrilamid jele 

yüklenerek 200 volt da yaklaşık 60-75 dk elektroforez edildi. Elektroforez 

ile moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinler 90 dakika 200 mAmp 

sabit akıma tabi tutulup % 20 metanol içeren transfer tampon içersinde 

PVDF (0.22 µm Poliviniliden florid) membrana transfer edildi. 

 

 Membran bloklama solüsyonu ile 1 saat çalkalayıcıda inkübe edildi. 

Süt tozu ile bloklama işlemi tamamlanan membran 3 kez 10 dakika TBST 

ile yıkandıktan sonra 10 ml primer antikor ile gece boyu +4 ºC de 

inkübasyona bırakıldı. 

 

 Primer antikorla immün işaretlenen membranlar 3 kez TBST ile 

yıkandıktan sonra 2 saat oda sıcaklığında 10 ml HRP (Horse radish 

peroksidaz) işaretli sekonder antikorla inkübasyona bırakıldı. 

 

 Sekonder işaretlemeden sonra membran 2 kez TBST 1 kez TBS ile 

yıkandıktan sonra 10 ml ECL (Kemiluminesans reaktif) içersine atıldı ve 

membrandan gelen sinyaller mavi tabanlı X-ray filme yakılıp developer ve 

fiksatif çözeltilerinde banyo edilerek görünür hale getirildi.   
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% 5 Paketleyici Jel 

3.2.3.1. Western blot yönteminde kullanılan reaktifler  
 
Hücre lizis solüsyonu: 50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40, 

0.25% Na-deoksikolat 

3X Yükleme tamponu: 2.4 ml 1M Tris-HCl, 3 ml % 20 SDS, 3 ml Gliserol, 

1.6 ml β-merkaptoetanol, 0.006 Bromofenol mavisi toplam hacim 10 ml 

olacak şekilde hazırlandı. 

%5 lük paketleyici jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karışımı 

(29/1), 1 M Tris HCl pH:6.8, % 10 Sodyum dedosil sülfat (SDS), % 10 

Amonyum persülfat (APS), TEMED (Tetrametiletilendiamid) Tablo 1. 

 

Tablo 1: % 5 Paketleyici jel için kullunılan reaktifler ve miktarları 
 

Toplam 4 
ml 

Toplam 5 
ml 

Toplam 6 
ml 

Distile su 2.7 ml 3.4 ml 4.1 ml 
% 30 Akrilamid karışımı 0.67 ml 0.83 ml  1 ml  
1.0 M Tris-HCl pH:6.8 0.5 ml 0.63 ml 0.75 ml 

% 10 SDS 0.04 ml   0.05 ml 0.06 ml 
% 10 APS 0.04 ml 0.05 ml 0.06 ml  
TEMED 0.004 ml 0.005 ml 0.006 ml 

 
 
%12 lik ayırıcı jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karışımı (29/1), 

1.5 M Tris HCl pH:8.8, % 10 Sodyum dedosil sülfat, % 10 Amonyum 

persülfat, TEMED (Tetrametiletilendiamid) Tablo 2.  

 

Tablo 2: % 12 ayırıcı jel için kullunılan reaktifler ve miktarları 
 

% 12 Ayırıcı Jel Toplam 10 
ml 

Toplam 15 
ml 

Toplam 20 
ml 

Distile su 3.3 ml 5 ml 6.6 ml 
% 30 Akrilamid karışımı 4 ml 6 ml 8 ml 
1.5 M Tris-HCl pH:8.8 2.5 ml 3.8 ml 5 ml 

% 10 SDS 0.1 ml 0.15 ml 0.2 ml 
% 10 APS 0.1 ml 0.15 ml 0.2 ml 
TEMED 0.004 ml 0.006 ml 0.008 ml 
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Elektroforez yürütme tamponu: 30 gr Tris baz, 144 gr Glisin, 10 gr Sodyum 

dedosil sülfat tartılıp pH: 8.3 ayarlandıktan sonra 1 litreye distile su ile 

tamamlandı.  
 

Transfer tamponu: Sodyum dedosil sülfat içermeyen, %20 metanol içeren 

elektroforez yürütme tamponu 

TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl pH: 7.4 
TBST: % 0.1 Tween 20 içeren TBS  
Bloklama solüsyonu: % 3 yağsız süt tozu (Pierce) içeren TBST 

 

Antikor 

3.2.3.2. Western blot yönteminde kullanılan primer ve sekonder 

antikorların dilüsyonları 

 
Hücrelerde protein ifadelenme düzeyleri ölçülürken western 

blot yönteminde kullanılan antikorlar ve dilisyonları Tablo 3’ de verilmiştir. 

 
Tablo 3: Western blot yönteminde kullanılan antikorlar ve dilisyonları 

Dilüsy
on 

Marka Sekonder 
antikor 

Dilüsyon Marka 

AKR1B1 1:1000 Novus Biological Anti-Rabbit 1:1000 Cell signaling 
GST Ya 1:1000 Abnova Anti-Mause 1:1000 Cell signaling 
IRE-1 α 1:100 Santa cruz Anti-Rabbit 1:5000 Santa cruz 
p-JNK 1:100 Santa cruz Anti-Goat 1:5000 Santa cruz 
JNK 1:200 Santa cruz Anti-Mause 1:1000 Cell signaling 
CHOP 1:200 Santa cruz Anti-Mause 1:1000 Cell signaling 
Kaspaz 12 1:500 Santa cruz Anti-Rabbit 1:5000 Santa cruz 
B-Tubilin 1:1000 Santa cruz Anti-Rabbit 1:5000 Santa cruz 
Kaspaz 9 2 µg/ml Stressgen Anti-Rabbit 1:1000 Cell signaling 
Kaspaz 3 1:1000 Stressgen Anti-Rabbit 1:1000 Cell signaling 

 
 

3.3. İstatistiksel analiz yöntemleri 
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SigmaStat 3,5 istatistik paket 

programı ile yapılmıştır. Değerlendirmede unpaired Student’s t testi 

kullanılmıştır. İstatistiksel olarak p<0,05 anlamlı kabul edilmiştir. X-ray 

filmde elde edilen protein band yoğunlukları Image J programı kullanılarak 

ölçüldü.  
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4. BULGULAR 
 
4.1. 4-hidroksinonenal’ in konsantrasyon ve zamana bağlı sitotoksik 
etkisi 
 

Sıçan pankreatik beta hücreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in 

değişen dozlarına (0, 1, 5, 10, 25, 50 µmol/L) 60 dakika maruz bırakıldı. 4- 

hidroksinonenal’ in 60 dakika sonunda hücre canlılığı üzerine etkisi kontrol 

grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) ile 

kıyaslandığında 25 µmol/L ve 50 µmol/L 4-hidroksinonenal uygulanan 

gruplarda istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır (Grafik 1). 

 

Grafik 1: 60 dakika 4-hidroksinonenal uygulanan sıçan pankreatik 
beta hücrelerinde (INS-1) hücre canlılığı *p<0.05 vs. Kontrol. 
 

Sıçan pankreatik beta hücreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in 

değişen dozlarına (0, 1, 5, 10, 25, 50 µmol/L) 120 dakika maruz bırakıldı. 

4- hidroksinonenal’ in 120 dakika sonunda hücre canlılığı üzerine etkisi 

kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) ile 

kıyaslandığında 10 µmol/L, 25 µmol/L ve 50 µmol/L 4-hidroksinonenal 

uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır 

(Grafik 2). 
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Grafik 2: 120 dakika 4-hidroksinonenal uygulanan sıçan pankreatik 
beta hücrelerinde hücre canlılığı *p<0.05 vs. Kontrol. 

 

Sıçan pankreatik beta hücreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in 

değişen dozlarına (0, 1, 5, 10, 25, 50 µmol/L) 180 dakika maruz bırakıldı. 

4- hidroksinonenal’ in 180 dakika sonunda hücre canlılığı üzerine etkisi 

kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) ile 

kıyaslandığında 5 µmol/L, 10 µmol/L, 25 µmol/L ve 50 µmol/L 4-

hidroksinonenal uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azalmıştır (Grafik 3). 

 

Grafik 3: 180 dakika 4-hidroksinonenal uygulanan sıçan pankreatik 
beta hücrelerinde hücre canlılığı *p<0.05 vs. Kontrol. 
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4.2. 4-hidroksinonenal’ in insulin salıverilmesi üzerine etkisi 
 

Sıçan pankreatik beta hücreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in toksik 

ve/veya toksik olmayan dozlarına (0, 1, 25, 50 µmol/L) 60 dakika maruz 

bırakıldı. 4- hidroksinonenal’ in 60 dakika sonunda bazal (2.8 mmol/L 

glukoz içeren besi yerine maruz bırakılan hücreler) insulin salıverilmesi 

üzerine etkisi kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen 

hücreler) ile kıyaslandığında 1 µmol/L (p=0.002) ve 50 µmol/L (p<0.001) 4-

hidroksinonenal uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azalmıştır (Grafik 4). Bununla birlikte 25 µmol/L (p=0.418) 4-

hidroksinonenal uygulanan hücrelerde basal insulin salınımı 

değişmemiştir.  

 

Grafik 4: 2.8 mmol/L glukoz içeren besi yerine maruz bırakılan 
hücrelerde bazal insulin salıverilmesi üzerine 4-hidroksinonenal’ in 
etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
 

4- hidroksinonenal’ in 60 dakika sonunda indüklenmiş (16.7 

mmol/L glukoz içeren besi yerine maruz bırakılan hücreler) insulin 

salıverilmesi üzerine etkisi kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal 

içermeyen hücreler) ile kıyaslandığında 50 µmol/L (p<0.001) 4-

hidroksinonenal uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azalmıştır (Grafik 5). Bununla birlikte 1 µmol/L (p=0.738) ve 25 µmol/L 
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(p=0.079) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde indüklenmiş insulin 

salınımı değişmemiştir. 

Grafik 5: 16.7 mmol/L glukoz içeren besi yerine maruz bırakılan 
hücrelerde indüklenmiş insulin salıverilmesi üzerine 4-
hidroksinonenal’ in etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
 

4.3. 4-hidroksinonenal’ in detoksifikasyonunda görevli enzimlerin 
protein ifadelenme düzeyleri 
 

Sıçan pankreatik beta hücreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in toksik 

ve/veya toksik olmayan dozlarına (0, 1, 25, 50 µmol/L) 60 dakika maruz 

bırakıldı. Süre sonunda elde edilen hücre lizatında Aldoz Redüktaz 1B1 

(AKR1B1) ve Glutatyon-S-Transferaz-Yα (GST-Yα) enzimlerinin protein 

ifadelenmeleri western blot yöntemi ile analiz edildi. Hedef protein 

ifadelenme düzeyleri Beta-Tubilin ifadelenme düzeyleri ile normalize edildi. 

 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 4.09 kat 

artış, p<0.001) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2.18 kat 

artış, p=0.032) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde AKR1B1 düzeyleri 

anlamlı derecede artmıştır. Bununla birlikte 25 µmol/L (Kontrol grubu 
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hücrelere kıyasla 1.29 kat artış, p=0.196) 4-hidroksinonenal uygulaması 

AKR1B1 düzeyini artırırken bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildir 

Grafik 6. 

 

 
 

Grafik 6: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in AKR1B1 protein 
ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)  
 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.33 kat 

artış, p=0.003) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.31 kat 

artış, p=0.006) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde GST-Yα düzeyleri 

anlamlı derecede artmıştır. Bununla birlikte 1 µmol/L (Kontrol grubu 

hücrelere kıyasla 0.89 kat azalış, p=0.092) 4-hidroksinonenal uygulaması 

4.3.2. 4-hidroksinonenal’ in GST-Yα protein ifadelenme düzeyleri üzerine 

etkisi 
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GST-Yα düzeyini artırırken bu artış istatistikse l olarak anlamlı değildir 

Grafik 7. 

 
 

 

Grafik 7: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in GST-Yα protein 
ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
 

4.4. 4-hidroksinonenal’ in endoplazmik retikulum stres ve apoptozisle 
ilişkili proteinlerin ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi 
 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.07 kat 

artış, p=0.614), 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla değişmemiş, 

p=1) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.02 kat artış, 

p=0.865) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde PERK protein 

4.4.1. 4-hidroksinonenal’ in PERK ve p-PERK (Thr 981) protein 

ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi 
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ifadelenme düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı değişim göstermemiştir. 

Bununla birlikte kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen 

hücreler) ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 

2.01 kat artış, p=0.004), 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.82 

kat artış, p=0.006) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2.1 kat 

artış, p=0.002) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde PERK 

fosforilasyonu istatistiksel olarak anlamlı derecede artmıştır. Grafik 8 

 

 

 

Grafik 8: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in PERK ve p-PERK 
protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
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4.4.2. 4-hidroksinonenal’ in IRE1α protein ifadelenme düzeyleri üzerine 

etkisi 

 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.82 kat 

artış, p=0.009) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde IRE1α düzeyleri 

anlamlı derecede artmıştır. Bununla birlikte 1 µmol/L (Kontrol grubu 

hücrelere kıyasla 0.81 kat azalış, p=0.255) ve 25 µmol/L (Kontrol grubu 

hücrelere kıyasla 1.14 kat artış, p=0.408) 4-hidroksinonenal uygulaması 

IRE1α düzeyini değiştirirken bu değişim istatistiksel olarak anlamlı değildir 

Grafik 9. 

 
 

Grafik 9: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in IRE1-α protein 
ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
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Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 0.94 kat 

artış, p=0.276), 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 0.94 kat artış, 

p=0.176) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 0.99 kat artış, 

p=0.884)  4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde p-JNK2 düzeyleri 

anlamlı derecede değişmemiştir Şekil-10. Kontrol grubu (Besi yerinde 4-

hidroksinonenal içermeyen hücreler) ile kıyaslandığında 25 µmol/L 

(Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.25 kat artış, p<0.01) ve 50 µmol/L 

(Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.24 kat artış, p<0.01) 4-hidroksinonenal 

uygulanan hücrelerde p-JNK1 düzeyleri anlamlı derecede artmıştır. 

Bununla birlikte 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.04 kat azalış, 

p=0.070) 4-hidroksinonenal uygulaması p-JNK1 düzeyini artırırken bu artış 

istatistiksel olarak anlamlı değildir Grafik 10. 

4.4.3. 4-hidroksinonenal’ in p-JNK2 (c-Jun N-terminal kinaz1) ve p-JNK1 

(c-Jun N-terminal kinaz2) protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi 
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Grafik 10: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in JNK 
fosforilasyonu üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
 

 

4.4.4. 4-hidroksinonenal’ in JNK2 (c-Jun N-terminal kinaz1) ve JNK1 (c-

Jun N-terminal kinaz2) protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi 

 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.12 kat 

artış, p=0.042) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde JNK2 düzeyleri 

anlamlı derecede artmıştır. Bununla birlikte 1 µmol/L (Kontrol grubu 

hücrelere kıyasla 0.89 kat azalış, p=0.138) ve 1 µmol/L (Kontrol grubu 

hücrelere kıyasla 1.01 kat artış, p=0.875) 4-hidroksinonenal uygulaması 

JNK2 düzeyini değiştirmemiştir Şekil-11. Kontrol grubu (Besi yerinde 4-

hidroksinonenal içermeyen hücreler) ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol 

grubu hücrelere kıyasla 0.89 kat artış, p=0.019) 4-hidroksinonenal 

uygulanan hücrelerde JNK1 düzeyleri anlamlı derecede azalmıştır. 

Bununla birlikte 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.34 kat artış, 

p<0.01) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.35 kat artış, 

p<0.01) 4-hidroksinonenal uygulaması JNK2 düzeyini anlamlı derecede 

artırmıştır Grafik 11. 
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Grafik 11: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in JNK2 ve JNK1 
protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
 

 

4.4.5. 4-hidroksinonenal’ in Kaspaz 12 protein ifadelenme düzeyleri 

üzerine etkisi 

 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1.57 kat 

artış, p<0.001) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde Kaspaz 12 

düzeyleri anlamlı derecede artmıştır. Bununla birlikte 1 µmol/L (Kontrol 

grubu hücrelere kıyasla 1.13 kat artış, p=135) ve 25 µmol/L (Kontrol grubu 

hücrelere kıyasla 1.01 kat artış, p=839) 4-hidroksinonenal uygulaması 

Kaspaz 12 düzeyini anlamlı derecede değiştirmemiştir Grafik 12. 
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Grafik 12: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in Kaspaz 12 protein 
ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0) 
 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2.71 kat 

artış, p<0.001), 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2.70 kat artış, 

p<0.001) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2.22 kat artış, 

p<0.001) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde GADD 153 (CHOP) 

düzeyleri anlamlı derecede artmıştır Grafik 13. 
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Grafik 13: INS-1 hücrelerinde 4 hidroksinonenal’ in GADD 153 (CHOP) 
protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi *p< 0.05 vs. Kontrol (0) 
 
4.5. Apoptozis ile ilişkili proteinlerin ifadelenme düzeyleri 
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4.5.1. 4-hidroksinonenal’ in pro Kaspaz 9 ve aktif Kaspaz 9 protein 

ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi 

 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 0.82 kat 

azalış, p=0.012), 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,19 kat artış, 

p=0.030) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,20 kat artış, 

p=0.026) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde pro kaspaz 9 protein 

ifadelenme düzeyleri anlamlı derecede değişmiştir Grafik 14. 

 

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,37 kat 

artış, p<0.001), 25 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,85 kat artış, 

p<0,001) ve 50 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2,46 kat artış, 

p<0.001) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde aktif kaspaz 9 protein 

ifadelenme düzeyleri anlamlı derecede artmıştır Grafik 14. 

* * 
* 
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Grafik 14: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in pro kaspaz 9 ve 
aktif kaspaz 9 protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi. p<0.05 vs. 
Kontrol (0)  
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4.5.2. 4-hidroksinonenal’ in pro Kaspaz 3 ve aktif Kaspaz 3 protein 

ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi 
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azalış, p=0,335) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde pro Kaspaz 3 
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(Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,49 kat artış, p<0.001) ve 50 µmol/L 

(Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,94 kat artış, p<0.001) 4-hidroksinonenal 

uygulanan hücrelerde pro kaspaz 3 protein ifadelenme düzeyleri anlamlı 

derecede artmıştır Grafik 15. 
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Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal içermeyen hücreler) 

ile kıyaslandığında 1 µmol/L (Kontrol grubu hücrelere kıyasla 0.95 kat 

azalış, p=0,431) 4-hidroksinonenal uygulanan hücrelerde aktif Kaspaz 3 

düzeyleri anlamlı düzeyde değişmemiştir. Bununla birlikte  25 µmol/L 

(Kontrol grubu hücrelere kıyasla 1,96 kat artış, p<0.001) ve 50 µmol/L 

(Kontrol grubu hücrelere kıyasla 2,23 kat artış, p<0.001) 4-hidroksinonenal 

uygulanan hücrelerde aktif kaspaz 3 protein ifadelenme düzeyleri anlamlı 

derecede artmıştır Grafik 15. 

 

 

 

 

 

  

 
 

 
 
 
 
 
Grafik 15: INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonelal’in prokaspaz 3 ve 
aktif kaspaz 3 protein ifadelenme düzeyleri üzerine etkisi. * p<0,05 vs. 
Kontrol (0) 
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5. TARTIŞMA 
 

Tip 2 diyabetin ilerleyişinde, pankreatik beta hücrelerinde 

fonksiyon bozukluğuna bağlı azalmış insulin salgılanması hipergiliseminin 

devamlılığını sağlar. Beta hücrelerinde geriye dönüşümsüz bu tür 

fonksiyon bozukluğu çoğu zaman glukoz toksisitesine bağlı olup, 

sonrasında gelişen hiperglisemi oksidatif stresi tetiklemektedir 97, 98. Kronik 

hiperglisemi birçok dokuda glikasyon reaksiyonları sonucu reaktif oksijen 

türlerinin üretimini artırır 99, 100. Reaktif oksijen türleri dokularda protein 

oksidasyonu, DNA oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu sonuçu oluşan 

ürünlerin artışına neden olur. 4-hidroksi-2-alkenaller grubunda yer alan ve 

hücreler için oldukça toksik olan 4-hidroksi-2-nonenal genellikle lipit 

peroksidasyonu sonucu, okside çoklu doymamış yağ asitlerinin 

fragmentasyonu sonucu oluşur, oldukça elektrofiliktir ve nükleofilik protein 

amino asit yan zincirleri ile reaksiyona girerek proteinlerin oksidasyonuna 

hatta aynı zamanda yeni reaktif oksijen türlerinin oluşumuna neden 

olur 101.  

 

Diyabetik süreçte pankreatik beta hücreleri oksidatif stresin 

hedefidir. 4-hidroksinonenenal bu süreçte hızlıca proteinlerle reaksiyona 

girerek bu proteinlerde fonksiyon bozukluklarına hatta hatalı katlanmaya 

neden olmaktadır 80, 102. Daha önce yapılan çalışmada 4-hidroksinonenal 

ile modifiye olmuş proteinlerin Goto-Kagizaki türü sıçanların pankreatik 

beta hücrelerinde arttığı gösterilmiştir. Bu sıçanlar genellikle obez olmayan 

tip 2 diyabetin modellenmesinde kullanılmaktadır 103, 104

Hiperglisemi sonuç olarak pankreatik beta hücrelerinde 

oksidatif stresi tetiklemektedir. Böylece beta hücre fonksiyon bozukluğuna 

bağlı olarak insulin sentezi ve salgılanması zarar görmektedir. Daha önce 

birçok çalışmada diğer hücrelere kıyasla, pankreatik beta hücrelerinin 

oldukça düşük seviyede antioksidan savunma sistemine sahip oldukları 

.  
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vurgulanmıştır. Bu durum pankreatik beta hücrelerini, lipid peroksidasyonu 

sonucu oluşan toksik aldehitlerin veya genel oksidatif stresin etkilerine 

karşın hassas hale getirmektedir 105.  

 

4-hidroksinonenal fizyolojik şartlarda normal hücrelerde 0.8-

2.8 µM konsantrasyonlarda üretilmektedir ve hücrelerde hücrelerde sinyal 

iletiminde görev alan ikincil haberci olarak tanımlanmaktadır. Bununla 

birlikte 10 µM-1000 µM arası konsantrasyonlarda hücreler için sitotoksiktir 

ve birçok enzimatik sistemin baskılanmasında etkilidir 106, 107.   

 

Bu bağlamda, bizde çalışmamızda 4-hidroksinonenal’ in 

fizyolojik dozda ve kronik yüksek dozlarda (0-50 µM) zamana bağlı olarak 

(60-180 dakika) pankreatik beta hücrelerinde hücre canlılığı üzerine 

etkisini ölçtük. 4-hidroksinonenal INS-1 sıçan pankreatik beta hücrelerinde 

doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığını azaltarak toksik etki 

göstermiştir. 4-hidroksinonenal değişen konsantrasyonlarda (0-50 µM) 1 

saat inkübasyon sonunda LD50: 25-50 µM, 2 saat inkübasyon sonunda 

LD50: 10-25 µM, 3 saat inkübasyon sonunda LD50: 5-10 µM arasında 

ölçüldü.  

 

 4-hidroksinonenal in sitotoksik etkisi hücreden hücreye hatta 

zamana bağlı olarak değişmektedir. Daha önceki çalışmada, 0-30 µM  4-

hidroksinonenal uygulaması aortik düz kas hücrelerinde 24 saat sonunda 

hücre canlılığını azaltmış LD50: 10-15 µM arasında belirlenmiştir[108]. 

Diğer yandan sıçandan primer izole edilmiş astrositlerde 4-hidroksinonenal 

hücrelerde sitotoksik etki göstermiş ve 3 saat inkübasyon sonunda LD50: 

25-50 µM arasında ölçülmüştür 109

Numazawa ve arkadaşları çalışmalarında pankreatik beta 

hücrelerinin hepatoma ve fibroblastik hücrelere kıyasla 4-hidroksinonenal’ 

in sitotoksik etkisine karşın daha hassas olduğunu vurgulamış bu durumu 

.  
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da pankreatik beta hücrelerinin düşük antioksidan savunma sistemine 

bağlamışlardır. Aynı çalışmada 12 saat, 0-50 µM arası değişen dozlarda 

4-hidroksinonenal inkübasyonunun hepatoma ve fibroblastik hücrelerde 

hemen hemen hiç sitotoksik etki göstermezken hemster pankreatik beta 

hücrelerinde LD50: 41.2 µM, sıçan pankreatik beta hücreleri için LD50: 26.3 

µM olarak ölçülmüştür 30. Aynı zamanda bu çalışmaya kıyasla INS-1 

hücrelerinin, 4-hidroksinonenal’ in sitotoksik etkisine diğer pankreatik beta 

hücre hatlarına kıyasla daha hassas oldukları görülmektedir. 

 

 4-hidroksinonenal’ in sitotoksik etkisine karşın hücrelerde 

antioksidan savunma sisteminin yanında enzimatik detoksifikasyon 

sistemleri de yer almaktadır. Hücrede 4-hidroksinonenal’ in reaktif 

olmayan formu veya daha az toksik ürünlere dönüşümünü sağlayan 

başlıca üç enzimatik sistem tanımlanmıştır. Bunlar aldoz redüktaz 110 

Glutatyon-S-transferaz 111 ve aldehit dehidrogenaz 112 enzimleridir. 

 

Daha önce yapılan çalışmaların sonuçlarına göre; 4-

hidroksinonenal hücrelerde transkripsiyon faktörü Nrf2 aracılı antioksidan 

cevap sistemi aktive eder. Eksojen uygulanan 4-hidroksinonenal 

hücrelerde stres olmayan koşullarda Nrf2 transkripsiyon faktörüne bağlı 

olan ve bu protein’ in inhibitörü olarak bilinen Keap1’ in Nrf2 den 

ayrılmasını sağlar ve böylece Nrf2 aktif hale gelir. Aktif Nrf2 hücrelerde 

başta glutatyon-s-transferaz ve aldoz redüktaz izoformları olmak üzere 

hemoksijenaz-1, glutamat sistein ligaz modifiye edici alt ünite, tiyoredoksin 

redüktaz-1 gibi birçok antioksidan ve detoksifiye edici proteinin ifadelenme 

seviyelerini düzenler. Ayrıca glutamat sistein ligaz modifiye edici alt ünite 

proteini hücre içi glutatyon düzeylerini artırarak eksojen uygulanan veya 

patolojik koşullarda artan 4-hidroksinonenal’ in ortadan kaldırılması için 

mücadelede etkin rol oynar 80

  4-hidroksinonenal hücrede çoğunlukla glutatyon-S-

transferaz katalizörlüğünde glutatyonla konjege edilir. Bu konjugat (GS-

. 
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HNE) hücrede okside edilerek merkaptoürik asite veya aldoz redüktaz 

tarafından konjugatın aldehit grubu uygun alkole indirgenerek daha az 

reaktif veya toksik olmayan forma dönüştürülür. GS-HNE hücreden ATP 

bağımlı hücre zarı proteini RLIP76 aracılı ekstraselüler ortama atılır 113. 

Gen aktarımı ile glutatyon-S-transferaz proteinini yüksek düzeyde 

sentezleyen hücrelerde 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisinin azaldığı, 

böylece bu proteinin 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisine karşı koruyucu 

olabileceği gösterilmiştir 114, 115. Ayrıca siRNA teknolojisi kullanılarak 

glutatyon-S-transferaz proteininin transkripsiyon düzeyinde sentezi 

baskılanmış hücrelerde 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisinin normal 

hücrelere kıyasla daha fazla olduğu ve enzimin koruyucu olduğu 

vurgulanmıştır 116. 4-hidroksinonenal yüksek konsantrasyonlarda çeşitli 

hücre tipilerinde glutatyon-S-transferaz mRNA düzeylerini, protein 

ifadelenmesini ve enzim aktivitesini artırmıştır. 117-119

Aldo-keto redüktaz süper ailesinin üyeleri, başlıca 

ksenobiyotik detoksifikasyonu, hücrede ozmotik regülasyon, hormonal 

metabolizma ve diyabetik komplikasyonlarda oldukça önemlidir. Aldoz 

redüktaz 1B1 ve 1B10 proteinleri monomerik yapıda NADPH-bağımlı 

enzim olup ksenobiyotiklerin veya elektrofilik aldehitlerin reaktif karbonil 

grubunun uygun alkol grubuna indirgenmesini sağlar. Böylece oluşan yeni 

ürün daha az toksik veya reaktivitesi oldukça düşüktür 

. Bu durum genellikle 

hücrelerin oksidatif strese adaptasyon amaçlı savunma veya 

detoksifikasyon mekenizmasını harekete geçirmesi olarak 

açıklanmaktadır. Bizde çalışmamızda pankreatik beta hücrelerinde yüksek 

doz (25 µM ve 50 µM ) 4-hidroksinonenal uygulamasının glutatyon-S-

transferaz protein ifadelenmesini istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

artırdığını gösterdik. Burada glutatyon-s-transferaz protein ifadelenmesi 

oksidatif strese uyum veya cevap olarak hücrelerde artmış olabilir.  

 

120. Çeşitli 

hücrelerde, aldoz redüktaz’ ın 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisine karşı 

koruyucu olabileceğini gösteren birçok çalışma yapılmıştır. Ancak aldoz 
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redüktaz 1B1 protein ifadelenmesinin fizyolojik veya patolojik dozlarda 4-

hidroksinonenal uygulamasından sonra pankreatik beta hücrelerindeki 

değişimi daha önce gösterilmemiştir. Bu çalışmada 4-hidroksinonenal 

uygulaması fizyolojik dozda (1 µM) hücrede aldoz redüktaz 1B1 protein 

ifadelenmesini anlamlı derecede artırmıştır. Bu artış düşük dozda 

uygulanan 4-hidroksinonenal’ in detoksifiye edilebilmesi ve hücrenin 

hayatta kalabilmeleri için geliştirdiği cevap mekanizması olarak 

açıklanabilir. Aldoz redüktaz 1B1 pankreatik beta hücrelerinde 4-

hidroksinonenal’ in toksik etkisine karşı koruyucu enzim olabilir. Bununla 

birlikte pankreatik beta hücrelerinde glukotoksik ve glukolipotoksik 

koşullarda karbonil redüktaz 1 enziminin gen aktarımı ile ifadelenmesinin 

artırıldığı hücrelerde lipit peroksidasyonu sonucu oluşan 4-hidroksinonenal 

ve malondialdehit düzeylerinin yabanıl tip kontrol hücrelerine göre anlamlı 

derecede azaltıldığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada aynı enzim, 

transkripsiyon düzeyinde baskılandığı zaman hücrelerde oluşan lipit 

peroksidasyon ürünü toksik aldehitlerin düzeyleri anlamlı derecede 

artmıştır. Böylece bu çalışmada elektrofilik karbonil bileşiklerinin reaktif 

aldehit grubunu indirgeyen enzimlerin koruyucu etkisi vurgulanmıştır 121

Pankreatik adacık hücrelerinin 36 saat, 11 mM glukoz 

varlığında RPMI-1640 besiyerinde inkübasyonu sonucu hücrelerde 

üretilen 4-hidroksinonenal miktarı 0.07 pmol/adacık olarak ölçülmüştür.  

Bu ölçüme göre adacıklarda 4-hidroksinonenal miktarı yaklaşık olarak 23-

35 µmol/l (sıçan adacıklarının hacmi 2-3 nl olarak kabul edilmiştir.)  olarak 

hesaplanmıştır. Aynı çalışma 4-hidroksinonenal’ in dokulardaki düzeyinin 

normal dokularla kıyaslandığında diyabetik dokularda artabileceği 

vurgulanmıştır. Ayrıca pankreatik adacık hücrelerinde 1-10 µM 4-

hidroksinonenal’ in insülin salgılanmasını azalttığı gösterilmiştir. 4-

hidroksinonenal insülin salgılanmasını diğer toksik aldehitlere ( 

malondialdehit 10-50 µM, pentanal 50-200 µM )  kıyasla daha düşük 

konsantrasyonlarda baskılamıştır 

. 

 

29, 122. 
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INS-1 hücrelerinde 1 saat, 50 µM 4-hidroksinonenal 

uygulaması gerek bazal gerekse glukozla tetiklenen insülün 

salgılanmasını anlamlı derecede azaltmıştır. Bununla birlikte 1-25 µM 4-

hidroksinonenal uygulaması aynı hücrelerde insulin salgılanması üzerine 

etkili olmamıştır.  

 

Miwa ve arkadaşlarının pankreatik adacık hücreleriyle 

yaptıkları çalışmanın sonucuna göre 50 ve 100 µM 4-hidroksinonenal 

uygulaması 1 saat sonunda anlamlı derecede insulin salgılanmasını 

azaltmıştır. Aynı çalışmada 25 µM 4-hidroksinonenal uygulaması insulin 

salgılanmasında değişime neden olmamıştır. Aynı zamanda diğer toksik 

aldehitlerin ( 2-butenal, 2-hekzenal, 2-oktenal ) insulin salgılanmasını 

azalttığı gösterilmiştir. Buna ek olarak ketoizokaproik asit ile tetiklenen 

insulin salgılanması üzerine 100 µM 4-hidroksinonenal uygulamasının 

baskılayıcı etkisi de gösterilmiştir. Tüm bu çalışmalar ve bizim 

çalışmamızın sonuçlarına göre 4-hidroksinonenal pankreatik adacık ve 

beta hücrelerinde yüksek dozlarda insulin salgılanmasını 

baskılamaktadır 123.  

 

Lipit peroksidasyon ürünü toksik aldehitler dolaşım 

sisteminde birçok proteinle Michael reaksiyonuna girerek proteinlerin 

biyolojik aktivitelerini etkilemektedir. Bu kapsamda rekombinant insan 

insulin proteini ile 4-hidroksinonenal’ in reaksiyonu ile oluşan Michael 

ürünlerinin insulin’ in biyolojik fonksiyonunu olumsuz etkilediği gösterilmiş, 

bu durumun da insulin direncinin patogenezinde etkili olabileceği 

vurgulanmıştır 124

Birçok hastalığın patogenezinde, lipit peroksidasyon ürünü 

toksik aldehitler aracılı sinyal iletimindeki bozukluklar oldukça önemlidir. 

Dokular veya hücreler arasında kolaylıkla diffüze olabilen veya zara bağlı 

toksik aldehitler hücrelerde DNA veya proteinlerin modifikasyonu, 

.  
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antioksidan cevap, ısı-şok protein cevabı, endoplazmik retikulum stres ve 

apoptozis gibi sinyal yollarını harekete geçirebilir 125.  

 

Hücrelere eksojen uygulanan 4-hidroksinonenal direkt olarak 

proteinlerle çapraz bağlanmalara neden olarak bu proteinlerin hatalı 

katlanmasını veya uygun katlanamamasını sağlar. Protein-

Hidroksinonenal ürünleri hücrelerde hızlıca ısı-şok protein cevabını 

başlatır. Böylece hasarlı proteinler hızlıca şaperonlar tarafından proteolitik 

olarak ortadan kaldırılmaya çalışılır. Fakat hücre içersinde şaperonlar 

tarafından temizlenemeyecek kadar artmış hasarlı veya hatalı katlanmış 

proteinler endoplazmik retikulum stresi başlatır. Endoplazmik retikulum 

stres hücre ölümü veya canlılığın devam ettirilmesinde düzenleyici 

mekanizmalara sahiptir. Böylece endoplazmik retikulum stres sensör 

proteinleri harekete geçirilerek hatalı katlanmış proteinlerin tamir edilmesi 

veya ortadan kaldırılması için gerekli proteinlerin veya şaperonların 

sentezi hızlandırılır 80, 126.  

 

4- hidroksinonenal pankreatik beta hücrelerinde (INS-1) 

fizyolojik dozun üzerinde toksik dozlarda endoplazmik retikulum stresi 

uyarmıştır. Burada 4-hidroksinonenal PERK fosforilasyonu ve IRE1-α nın 

ifadelenme düzeylerini artırmıştır.  

 

Daha önceki yapılan çalışmada 4-hidroksinonenal hücre 

içersinde protein hasarına bağlı endoplazmik retikulum stresi uyarmıştır. 

Özellikle kolon kanseri hücre hattında 60 µM 4-hidroksinonenal 

endoplazmik retikulum stres şaperonlarının ifadelenme düzeylerini 

artırmıştır 80

Ayrıca Keith ve arkadaşlarının deney sonuçlarına göre 4-

hidroksinonenal kardiyomiyosit, düz kas ve endotel hücrelerinde PERK ve 

eIF2-α nın fosforilasyonunu artırarak endoplazmik retikulumda strese 

neden olmuştur 

.  

83.  
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Bir başka çalışmada 4-hidroksinonenal insan mikrovasküler 

endotel hücrelerinde PERK ve IRE1-α fosforilasyonunu artırarak 

endoplazmik retikulum stresi uyarmıştır 127. 

 

Tüm bu çalışmalar ve bizim deney sonuçlarımıza göre reaktif 

4-hidroksinonenal hücrelerde endoplazmik retikulum aracılı stresin 

tetiklenmesinde oldukça önemlidir.  

 

Endoplazmik retikulum stres hücrelerde hatalı proteinlerin 

uzaklaştırılmasında ve hücre ölümünün engellenmesinde etkin 

mekanizmadır. Ancak uzamış veya engellenemeyen endoplazmik 

retikulum stres hücrelerde apoptotik hücre ölümünün gerçekleşmesinde de 

etkin mekanizmadır.  

 

Daha önceki yapılan çalışmaların sonuçlarına göre 4-

hidroksinonenal hücrelerde stresle aktive edilen protein kinaz sistemlerini 

uyarmıştır. p38 ve JNK gibi stresle aktive olan protein kinazlar 4-

hidroksinonenal aracılı apoptozisin uyarılmasında oldukça etkili rollere 

sahiptir[128]. Ayrıca uzamış endoplazmik retikulum stres hücrelerde 

pPERK/CHOP ve kazpaz 12 gibi protein sistemlerinin de aktivasyonuna 

neden olarak apoptozisi başlatır. CHOP proteini transkripsiyon düzeyinde 

proapoptotik genlerin ifadelenme düzeylerini artırırken anti-apoptotik Bcl-2 

protein düzeylerini azaltarak apoptozisi uyarır 129.  

 

Hücrede endoplazmik retikulum stres aracılı apoptozis aynı 

zamanda IRE1-a/JNK sisteminin uyarılması ile başlatılır. IRE1-a nın uzun 

süreli uyarılması veya ifadelenme düzeyinin artması JNK proteininin 

fosforilasyonuna bağlı uyarılmasını sağlar 130. 
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INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal endoplazmik retikulum 

stres aracılı apoptozisin belirteçleri olarak bilinen PERK/CHOP, kaspaz 12 

ve IRE1-a/JNK sistemlerinin aktivasyonuna neden olmuştur.  

 

4-hidroksinonenal aynı zamanda hücrelerde stres cevap 

elementi (SRE) ve AP-1 aktivitesini artırır. JNK veya p38 gibi kinaz 

sistemlerinin kronik aktivasyonu mitokondriyal geçirgenliğin bozulmasında 

ve mitokondri aracılı apoptozisin başlatılmasında etkin olabilir 131. 

 

4-hidroksinonenal insan lens epitelyal, retinal pigment 

epitelyal ve jurkat hücrelerinde, hücre ölümünü indükleyen sinyal 

kompleksi bileşenleri olarak bilinen FAS-L/FADD/prokaspaz-8 den 

bağımsız olarak apoptozisi tetiklemiştir[132]. Bununla birlikte 4-

hidroksinonenal Daxx proteininin çekirdekten stoplazmaya geçip FAS 

proteinine bağlanarak apoptozisin sınırlandırılmasını sağlamıştır. Bu 

mekanizma da hücrenin apoptozise karşı savunma hareketi olarak 

değerlendirilmiştir 133. 

 

Aynı zamanda 4-hidroksinonenal protein 53 ‘ün (p53) 

fosforilasyonu ve nükleusa translokasyonunu sağlar. Böylece p21, Bax, 

JNK ve kaspaz 3 gibi proapoptotik proteinlerin aktivasyonu sağlanarak 

apoptozis gerçekleşir 134.  

 

Diğer çalışmada glutatyon-hidroksinonenal konjugatının 

hücre dışına atılmasında gerekli membran proteini RalBP1 proteininin 

antikot ile baskılanması, hücrede bu konjugatın birikmesine bağlı olarak 

apoptozisin ilerlemesini sağlamıştır 135

Bizim çalışmamızın sonuçlarına göre 4-hidroksinonenal 

pankreatik beta hücrelerinde aktif kaspaz 9 ve kaspaz 3 proteinlerinin 

ifadelenme düzeylerini toksik dozlarda anlamlı derecede artırmıştır. 

.  
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Burada artmış düzeylerde ölçülen kaspaz seviyeleri apoptotik hücre 

ölümünün gerçekleşmesinde oldukça etkili olabilir. 

 

Genel olarak bulgularımız 4-hidroksinonenal’in in vitro olarak 

pankreatik beta hücrelerinde hücre canlılığını azalttığı, endoplazmik 

retikulum stresi başlattığı ve apoptotik proteinlerin hücre içi ifadelenme 

düzeylerini artırdığını göstermiştir. 
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6. SONUÇ 
 

Bu tez çalışmasında lipid peroksidasyonu reaksiyonları 

sonucunda oluşan ve önceki çalışmaların sonuçlarına göre hücreler için 

oldukça toksik olduğu bilinen 4-hidroksinonenal’in pankreatik beta 

hücreleri (INS-1) üzerine olası etkisini araştırdık. 4-hidroksinonenal 

uygulamasının sonrasında 60., 120. ve 180. dakikalarda hücre kültürleri 

sonlandırılarak hücre canlılık oranları MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) deneyi ile ölçüldü. Ayrıca 4-

hidroksinonenal’ in 60 dakika besi yerinde inkübasyonu sonucu bazal ve 

glukozla tetiklenen insulin salıverilmesi (ELISA yötemi ile), endoplazmik 

retikulum stres sensör proteinleri, apoptozisle ilişkili kaspaz protein 

ifadelenme düzeyleri ve detoksifikasyon enzimlerinin ifadelenme düzeyleri 

üzerine etkisini western blot yöntemi kullanarak araştırıldı.  

 

INS-1 sıçan pankreatik beta hücrelerinde 4-hidroksinonenal 

artan zamana ve doza bağlı olarak hücre canlılığını azaltarak toksik etki 

göstermiştir. 4-hidroksinonenal’in 60 dakika süre ile pankreatik beta 

hücrelerine etkisi sonucu hücrelerde yüksek toksik dozda (50 µM) gerek 

bazal gerekse glukozla tetiklenen insulin salıverilmesini anlamlı derecede 

azaltmıştır. Diğer yandan 4-hidroksinonenal uygulaması pankreatik beta 

hücrelerinde detoksifikasyonda görevli glutatyon-s-transferaz ve aldoz 

redüktaz 1B1 hücre içi protein ifadelenmelerini toksik dozlarda uyarmıştır. 

İlginç olarak aldoz redüktaz protein ifadelenme düzeyi toksik olmayan 

dozda (1 µM) uygulanan 4-hidroksinonenal sonrası anlamlı düzeyde 

artmıştır. Endoplazmik retikulum stres sensör proteinleri olarak bilinen 

PERK’ in fosforilasyonu 4-hidroksinonenal uygulaması sonrasında anlamlı 

derecede artmıştır. Ayrıca yüksek doz 4-hidroksinonenal uygulaması 

IRE1-a düzeylerini anlamlı derecede artırmıştır. Endoplazmik retikulum 

aracılı hücre ölümünde etkili CHOP ve kaspaz 12 proteinlerinin de hücre 

içi ifadelenme düzeyleri 4-hidroksinonenal uygulamasından sonra anlamlı 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-�
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole�
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl�
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düzeyde artmıştır. Bununla birlikte apoptozisin uyarılmasında etkin JNK 

protein kinaz sistemi de 4-hidroksinonenal uygulaması sonucu aktive 

olmuştur. Mitokondriyal apoptozisin göstergesi olarak da bilinen kaspaz 9 

ve kaspaz 3 düzeyleri toksik doz (25 ve 50 µM) 4-hidroksinonenal 

uygulaması ile anlamlı derecede artmıştır.  

 

Sonuç olarak, diyabetin patogenezinde oldukça etkili beta 

hücre kaybında oksidatif stresin rolü oldukça açıktır. Bu bağlamda 

oksidatif strese bağlı lipid peroksidasyonu ile oluşan toksik aldehitler beta 

hücrelerinde apoptozla hücre kaybında oldukça etkilidir. Beta hücrelerinde 

4-hidroksinonenal’ in endoplazmik retikulum stres ve endoplazmik 

retikulum stres aracılı apoptozisi uyardığı ve bu durumda diyabette beta 

hücre kaybı ve devamında insulin eksikliğine bağlı hipergliseminin 

gelişimine etken olabilir. Ayrıca toksik dozlarda 4-hidroksinonenal insulin 

salıverilmesinide azaltarak hipergliseminin devamlılığına katkıda 

bulunabilir. Çalışmamızın sonuçlarına göre pre-diyabetik evrede 

antioksidan veya lipid peroksidasyonunu engelleyici tedavi yaklaşımları ile 

beta hücre kaybı engellenerek diyabetin seyri olumlu yönde değiştirilebilir.    
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7. ÖZET 
 

Pankreatik beta hücrelerinde (INS-1) 4-hidroksinonenal’ 
in endoplazmik retikulum stres, apoptozis, insulin salıverilmesi ve 
detoksifikasyon enzimleri üzerine olası etkileri 

 
4-hidroksinonenal lipid peroksidasyonunun bir ürünü olup, 

yüksek konsantrasyanlarda hücrelerde proteinlerle stabil ürünler oluşturur. 

Artmış stabil ürünler endoplazmik retikulumda (ER) katlanmamış protein 

cevabını başlatır. Artmış katlanamamış protein cevabı veya kronik 

endoplazmik retikulum stres apoptozis ve otofajiyi indükler. Böylece bizde 

çalışmamızda, pankreatik beta hücrelerinde 4-hidroksinonenal’ in ER stres 

sensör proteinleri, detoksifikasyon enzimleri, apoptozis ve insulin 

salıverilmesi üzerine etkilerini araştırdık. 

INS-1 hücrelerinde 4-hidroksinonenal artan zamana ve doza 

bağlı olarak hücre canlılığını azaltmıştır. 4-hidroksinonenal toksik dozda 

bazal ve glukozla tetiklenen insulin salıverilmesini anlamlı derecede 

azaltmıştır. 4-hidroksinonenal uygulaması detoksifikasyonda görevli 

glutatyon-s-transferaz ve aldoz redüktaz 1B1 protein ifadelenmelerini 

toksik dozlarda uyarmıştır. Endoplazmik retikulum stres belirteci PERK 

fosforilasyonu ve IRE1-a düzeylerini toksik doz 4-hidroksinonenal 

uygulaması ile anlamlı derecede artırmıştır.  

4-hidroksinonenal yüksek dozda endoplazmik retikulum 

aracılı hücre ölümünde etkili CHOP ve kaspaz 12 proteinlerin 

ifadelenmelerinde artışa neden olmuştur. Ayrıca toksik doz 4-

hidroksinonenal uygulaması JNK, kaspaz 9 ve kaspaz 3’ ün aktivasyonuna 

neden olmuştur.  

Sonuç olarak,  4-hidroksinonenal pankreatik beta hücre 

kaybında oldukça etkilidir. 4-hidroksinonenal insulin eksikliğine bağlı 

hipergliseminin gelişimine etken olabilir. Belki de pre-diyabetik evrede 
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antioksidan veya lipid peroksitleri temizleyici tedavi yaklaşımları ile beta 

hücre kaybı engellenerek diyabetin seyri olumlu yönde değiştirilebilir. 

 

 
Anahtar kelimeler: Pankreatik beta hücresi, 4-hidroksinonenal, 
Endoplazmik retikulum stres, Apoptozis, İnsulin salıverilmesi 
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8. SUMMARY 
 

Effects of 4-hydroxynonenal on Endoplasmic reticulum 
stres, apoptosis, insulin release and detoxification enzymes in 
pancreatic beta cells (INS-1) 

 
4-hydroxynonenal is a products of lipid peroxidation and, at 

the high concentration in the cell can be form to stabil products with 

cellular proteins. Increased stabil products leads to unfolded protein 

response in endoplasmic reticulum (ER). Increased unfolded protein 

response or chronic ER stress can induce apoptosis and autophagy. So 

aim of the our study is to investigate the effects of 4-hydroxy-trans-2-

nonenal in ER stress sensor proteins, detoxification enzyme profiles, 

apoptosis and insulin release in pancreatic beta cells (INS-1). 

 

Cell viability was decreased in time and dose dependent 

manner after 4-hydroxynonenal incubation in INS-1 cells. 4-

hydroxynonenal alleviated basal and stimulated insulin release at high 

toxic dose. On the other hand 4-hydroxynonenal induced expression of 

detoxification enzymes such as glutathione-S-transferase (GST) and 

Aldose reductase (AKR1B1). 4-hydroxynonenal increased phosphorilation 

of PERK and levels of IRE1-a which are the markers of endoplasmic 

reticulum stress. At a high toxic dose, 4-hydroxynonenal leaded to CHOP 

and caspase 12 expression whic are effective in ER-mediated cell death. 

Also toxic dose 4-hydoxynonenal exposure caused to an activation on 

JNK, caspase 9 and caspase 3 protein expressions.  

As a result, 4-hydroxynonenal is effective in loss of 

pancreatic beta cell mass. 4-hydroxynonenal can be a factor for 

progression of hyperglycemia depents on insulin defficiency. Perhaps in 

the pre diabetic stage,  antioxidant and lipid peroxide scavenger like 
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therapeutic approaches for preventing beta cell loss can be changed 

prognosis of diabetes favorably.  

 

Key words: Pancreatic beta cell, 4-hydroxynonenal, Endoplasmic 

reticulum stres, Apoptosis, Insulin release 
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Pridoindol türevi yeni antioksidanların koruyucu etkilerinin araştırılması 

108S239 Bursiyer 
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