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1. GIRIiS

Diabetes mellitus iskelet kasi, karaciger ve yag dokusu gibi periferal
dokularda insulin direncinin artmasi ve insulin saliverilmesinden sorumiu
pankreatik beta hucrelerinin fonksiyon bozuklugu ile karakterize endokrin

ve metabolik bir hastaliktir.

Pankreatik beta hucrelerinde fonksiyon bozukluguna bagli insulin
saliveriimesinde ki azalma, hiperglisemiyi artirarak diyabetin retinopati,
ndropati, nefropati, kardiyomiyopati gibi sekonder komplikasyonlarinin

gelisimine neden olmaktadir.

Kronik hiperglisemi bircok dokuda ve pankreatik beta hicrelerinde
serbest radikal Uretimini artirarak oksidatif stresi tetiklemektedir. Serbest
radikaller lipitler, proteinler ve nikleik asitler gibi biyomolekullerin

oksidasyonuna neden olmaktadir.

Serbest  radikallerin ~ olusturdugu hasarlar arasinda en
onemlilerinden olan lipit peroksidasyonu, membran yapisinda yer alan
coklu doymamig yag asitlerinin serbest radikallere maruz kalmasi sonucu
gerceklesen  enzimatik  olmayan reaksiyonlar  dizisidir. Lipit
peroksidasyonunda okside olan ¢oklu doymamis yagd asitlerinin
fragmentasyonu sonucu 4-hidroksinonenal (HNE), 4-oksononenal ve

akrolein gibi a,B-doymamis reaktif aldehitler olusur.

4-hidroksinonenal hicrede fizyolojik konsantrasyonda birgok
enzimatik reaksiyonun aktivasyonunda veya inaktivasyonunda, bazi
membran kanal proteinlerin diizenlenmesinde, hiicre ici sinyal iletiminde
gorevli ikincil haberci olarak tanimlanir. Ornegin 4-hidroksinonenal
glutatyon sentezinde gorevly -glutamilsistein sentetazin aktivasyonuna



neden olarak hicre ici glutatyon duzeylerinin artigina neden olur. Boylece

hicre oksidatif strese adaptasyonu sadlar.

Ayni zamanda 4-hidroksinonenal gugclu elektrofilik karakterde olup
hiicresel proteinlerin sistein, lizin ve histidin gibi guc¢li ndkleofilik amino
asitlerine baglanarak hucrede protein modifikasyonlarina neden olur.
Hucresel proteinlerin 4-hidroksinonenal tarafindan modifikasyonu sonucu
hicre sinyal iletiminin bozulmasi, hucresel enzimlerin inhibisyonu ve
mitokondriyal fonksiyon bozukluklar diyabet, aterosklerozis, Alzheimer

gibi bir gok hastaligin patogenezinde oldukg¢a dnemlidir.

4-hidroksinonenal ¢ dnemli metabolik yolla detoksifiye edilir. Bu
enzimatik sistemler tim hucrelerde olmasa da aldoz rediktaz (AKR) 4-
hidroksi-2-nonenal’ in 2-ene-1,4-diol’ e indirgenmesini saglar. Aldehit
dehidrogenaz (ADH) 4-hidroksi-2-nonenal’ in 4-hidroksi-2-nonenoik aside
oksidasyonunu saglar. Glutatyon-S-transferaz (GST) ise 4-hidroksi-2-
nonenal ile glutatyonun konjugasyonunu katalizleyerek

detoksifikasyonunda gorev alir.

Detoksifikasyonda gorevli enzimlerde fonksiyon bozukluklari veya
artmis oksidatif stres, 4-hidroksinonenal’ in amino asitlere konjugasyonunu
artirarak proteinlerde hatali katlanmaya neden olur. Hatali katlanmig
proteinler stoplazmada birikerek endoplazmik retikulumda (ER) hatali
katlanmig proteinlere duyarli stres sensér proteinlerinin  uyariimasini
saglar. Boylece hasarin siddetine bagl olarak ya hucre hatali proteinleri
proteozomlarda ortadan kaldirma yoluna gider veya endoplazmik
retikulum aracili sinyal kaskadini bagslatarak hicrenin apoptozise
yonelmesini saglar. Bu durum 4-hidroksinonenal’ in en iyi bilinen sitotoksik

etkilerinden biridir.



Hatali katlanmig proteinlerin artan hidcre i¢i konsatrasyonlari
endoplazmik retikulum aracili stresi uyararak, endoplazmik retikulum
memraninda bulunan stres cevap proteinlerinin aktivasyonuna neden olur.
ATF6 (Aktive edici transkripsiyon faktori 6), IRE1 (inositol-gerektiren
enzyme 1) ve PERK (Cift zincirli RNA bagimli protein kinaz benzeri-ER

kinaz) baslica endoplazmik retikulum stres cevap proteinleridir.

Tip 2 transmembran proteini olarak bilinen ATF6 nin aktivasyonu bu
proteinin endoplazmik retikulum membranindan koparak nukleusa
transferini saglar. Boylece ATF6, aktif bir transkripsiyon faktérli olarak
davranarak  endoplazmik  retikulum  saperonlarinin  ve  protein
katlanmasinda gorevli proteinlerin gen Urunlerinin transkripsiyonunu artirir.
ATF6 ayni zamanda endoplazmik retikulum biyogenezini ve endoplazmik
retikulum aracili proteozomal degredasyon sistemini de hizlandirir. ATF6
nin aktivasyonu ayni zamanda CHOP ([C/EBP (CCAAT/enhancer-
baglanan protein)-homolog protein]) protein ifadelenme dizeylerini
artirarak hicrede apoptozisi baslatir.

Hatali katlanmis proteinlerin artmis stoplazmik dizeyleri tip 1
transmembran  proteini  olan PERK’' in dimerizasyonuna ve
otofosforilasyonuna neden olur. Boylece aktif olan protein elF2a
(eucaryotic translation initiation factor 2, a subunit) nin fosforilasyonuna
neden olur Fosforilenmis elF2a ise hucrede protein sentezinin
azaltiimasini saglar. Bununla birlikte fosforile olmus PERK transkripsiyon
faktori ATF4 (activating transcription factor 4) iUn hicre ici ifadelenme
duzeylerini artirir. Yavaglatiimis protein sentezine ragmen ATF4 oksidatif
stresle mucadelede etkin rol oynar ve amino asit metabolizmasinda etkin
proteinlerin ifadelenme duzeylerini artirir. PERK’ in kisa sureli aktivasyonu
hdcrenin hayatta kalmasini desteklerken kronik aktivasyonu ise hlcrenin
apoptozis ile dlumunde etkendir. PERK’ in kronik aktivasyonu ATF4 aracili

CHOP protein duzeylerini artinr. CHOP proteinin artmis dizeyleri Bcl-2



gibi apoptozisi baskilayan proteinlerin seviyelerini azaltarak hucrenin

apoptozise yonelmesini kolaylastirir.

Hatali katlanmis proteinlerin stoplazmada birikimine cevaben
endoplazmik retikulum zarinda IRE1 in dimerizasyonunu takiben
otofosforilasyonu gerceklesir. Bodylece aktif hale gelen IRE1 bir
transkripsiyon faktorii olan XBP-1 (X-kutusuna baglanan protein 1) in
hiacre i¢i duzeylerinin artisina neden olur. XBP-1, hatall katlanmig
proteinlere baglanarak endoplazmik retikulum limenine tasinmada etkili
proteinlerin sentezini artirir. Bdylece endoplazmik retikulum limenine
alinan hatali katlanmisg proteinler endoplazmik retikulumda yer alan
proteozomal sisteme yonlendirilerek ortadan kaldirilir. Bu sUreg¢ hucrenin
hayatta kalabilme mucadelesinde etkindir. Diger yandan IRE1’ in uzun
sureli aktivasyonu JNK (JUN N-terminal kinase) nin aktivasyonuna neden

olur. INK aktivasyonu apoptozisin uyarilmasinda oldukga etkilidir.

Ayni zamanda endoplazmik retikulum lumeninde biriken hatal
katlanmig proteinler endoplazmik retikulum zarinda yer alan Bak/Bax
kanal protein sistemini aktive ederek Ca?* nin stoplazmaya
pompalanmasini saglar. Boylece artan stozolik kalsiyum duzeyleri kalpain
aracili prokaspaz-12’ nin aktivasyonuna neden olarak kaspaz kaskadi
baglatir ve hucreyi apoptozise ydnlendirir. Stoplazmada artan kalsiyum
dizeyleri mitokondri aracili apoptozisi de tetikler. Mitokondriden stokrom ¢
nin stoplazmaya saliverilmesi artar buna bagh kaspaz-9 ve kaspaz-3' Un

aktivasyonu saglanir.

Bu calismada; lipid peroksidasyonunda ara urtin olan ve gesitli doku
veya hicrelerde toksik etkisi bilinen 4-hidroksinonenal in pankreatik beta
hucrelerinde hucre canlihgi, insulin saliveriimesi, detoksifikasyonunda
etkili olabilecek proteinler ve endoplazmik retikulum stres cevap proteinleri

ifadelenme dizeyleri Gzerine etkilerini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet ve pankreatik beta htcresi

2.1.1. Pankreatik beta hiiclererinin fizyolojisi

Pankreatik  beta  hucreleri, pankreasin  langerhans
adaciklarinda bulunan endokrin hucrelerdir. Langerhans adaciklari insan
pankreasinin kuyruk kisminda yer alir ve tum pankreas agirhginin % 1-2’
sini olusturur . Beta hiicresi iceren adaciklar yaygin damar ve sinir agi ile
kaplidir. Saglikli insan pankreasi yaklasik olarak 10° adacik igerir, her bir
adacikda ise yaklasik 2000 beta hiicresi yer alir 2. (Sekil 1)

insan pankreasinda adacik hiicrelerinin % 65-80’ i beta
hucresidir. Bu hucreler artan kan glukozu veya diger besin maddelerine
cevaben insulin salgilanmasindan sorumludur . Bu hiicreler insulin
disinda ayrica C-peptin ve amilin salgilar. C-peptit pro-insulinden olgun
insuline dontsimde olusan yan udrundur ve o6zellikle tip 2 diyabetin
komplikasyonlari arasinda yer alan nefropatinin engellenmesinde dnemli
role sahiptir. Diyabetik hayvan modellerinde C-peptin’ in glamerular

filtrasyon hizini artirtigi ve fibrozisi gerilettigi gdsterilmistir 4.

Amilin insulin ile ayni anda (1:100,amilin/insulin) salgilanir.
Amilin alfa htcrelerinden glukagon salgilanmasini baskilar ve bdylece
gulukoz metabolizmasini duzenler. Bununla birlikte amilin, dolagimdaki
glukoz emilimini gegiktirir, besin tiketimini sinirlar ve sindirim enzimlerini

baskilar °.

Alfa hucreleri pankreatik adaciklarin % 15-20’ sini olusturur.
Bu hdcreler salgiladiklari glukagon hormonu ile karaciger ve iskelet
kasinda glikojen yikimini artirarak glukozon dolagim sisteminde artisini

saglar. Boylece kan sekerini yukseltir.



Somatostatin delta hicrelerinden salgilanir. Bu hucreler

pankreatik adaciklarin % 3-10’ unu olusturur.

Adaciklarda varolan diger hucreler ise pankreatik polipeptit
salgilayan hlcreler ve grelin ureten epsilon

hicreleridir®.

 Bas -‘“‘!‘?&ﬂ!’foﬁ%eﬁ'

65-80% P Hiicresi o

1520% o Hicresi @ ‘,ﬂ
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35% PP Hiicresi ¢ {‘
1% € Hicresi @ o) -

insan pankreatik adacik
Sekil 1: insan ve kemirgen pankreasinin adacik hiicreleri ve genel daglllml2

2.1.2. Insulin sentezi salgilanmasi ve fonksiyonu

insulin iki disilfit kdpriisi ile birbirine bagl iki polipeptitten
olusur. Pankreatik beta hucrelerinde var olan transkriptin % 10-15 ini
insulin - mMRNA’ si olusturur. Insulin’ in disik kan glukoz

konsantrasyonlarinda translasyonu cok azdir °.



insulin proteini preproinsulin formunda sentezlenir. Glukoz
insulin’ in translasyona baslama ve uzama evrelerini hizlandirir. insulin
MRNA’ si stoplazmadan granulli endoplazmik retikuluma gecer bununla
birlikte SRP (Signal recognition particle) proteininin reseptérinden

ayrilmasini saglar " 8.

Preproinsulin N-terminal bdlgede tasididi hidrofobik bdlge ile
kolaylikla endoplazmik retikulum zarini geger ve translasyon sonrasi
degisimlere katilir. Endoplazmik retikulum limeninde preproinsulinden
sinyal dizisi proteolitik olarak kesilir ve proinsulin olusur. Proinsulinde
disulfit baglari kurulduktan sonra golgiye tasinir[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 donusur. Bu degisim asidik ve kalsiyumca zengin
ortamda gergeklesir. Ayrica karboksipeptidaz H n aktivitesi ¢inkoya
bagimiidir > . Glukoz bu degisimi PC1 ve PC2 sentezini etkileyerek
diizenler *2. Insulin daha sonra salgi graniillerine alinarak stoplazmada
bekletilir. Her bir pankreatik beta hlcresi yaklasik 10000-13000 salgi
granilii icerir, her bir salgi grandilii ise yaklasik 10° insulin molekdilli, diisiik
molekuler agirlikli bilegikler, ATP, ¢inko gibi metal iyonlar igerir. Salgi
grandllerindeki ¢inkonun ¢ogu hekzamerik insulin  olusumu ile

iliskilendirilir 3.

Beta hicreleri glukoza duyarh hicrelerdir. Dolagimda artmis
glukoz hizla beta hicre zarini tip 2 glukoz transport proteini (GLUT-2)

araciigr ile gecer .

Glukoz stoplazmada glukokinaz ile hizlica
fosforillendikten sonra glikoliz ve devaminda respiratuvar donguye
katilarak ATP Uretir. Artmigs ATP/ADP orani beta hiicre zarinda ATP ye
duyarli potasyum kanallarinin kapanmasina neden olur. Bu durumda
hicrede depolarizasyon gerceklesir ve voltaja duyarli kalsiyum kanallar

acilir ve hucre ici kalsiyum duzeyleri artar. Artan kalsiyum duzeyleri ise



insulin’ in salg! graniillerinden ekzositozunu uyarir *°>. Aglik durumunda
salgilanan insulin miktari 2 pmol/kg/dakika iken beslenmeden sonra bu

seviye 5-10 kat artar *°.

Beta hucrelerinden glukozla uyariimig insulin salgilanmasi
glukozun hucre igersine alinmasi, metabolizmasi ve kalsiyum aracili
insulin ekzositozu ile koordine edilir. Bu koordinasyon GLUTZ2 ve Rab3 gibi
cesitli genlerin degisimine bagl tip 2 diyabette bozulmustur ve bu durumda
diyabetin en 6nemli karakteristigidir **.

insulin amino asit dizisi her ne kar tiirler arasinda farklilik
gOsterse de ana segment turler arasinda korunmustur ve bu da insulin’ in

u¢ boyutlu yapisinin turler arasinda benzerligi saglamaktadir.

insulin glukoz metabolizmasini dizenledigi gibi protein ve
yag metabolizmasini da duzenler. Kaslar, karaciger ve yag dokusunda

glukozon depolanmasi veya kullaniimasini dizenler.

insulin  hiicrede reseptdrine baglandigi  zaman hem
reseptorin otofosforilasyonuna hemde insulin reseptér substrat-1 (IRS-1)
proteininin fosforillenmesine neden olur. IRS-1 daha sonra Grb2 benzeri
adaptor proteine baglanarak fosfoinozitol-3-kinazi  aktive  eder.
Fosfoinozitol-3-kinaz sinyali diger molekullere ileterek glukozun hicre
icersine alinimini artirir, diger anabolik yollarin aktivasyonu ile birlikte
artan glukozon hiicre igersinde depolanmasini uyarir. insulin glukoz' un
hiacre igersine alinimini GLUT-4" Un stoplazmik vezikillerden zara
transportunu artirarak saglar. GLUT-4 oOzellikle kas ve yag dokusunda

glukozun hiicre icersine girisinden sorumludur *2.

insulin’ in plazmada yarilanma émrii yaklagik 6 dakikadr.

insulin’ in ¢ogu karaciger ve bdbreklerde insulin proteazlar tarafindan



parcalanarak inaaktive edilirken hicreye internelizasyonuda

inaktivasyonunda etkili mekanizmadir *°.

2.1.3. Diyabet ve beta hiicre apoptozisi

Hucre o6lumi esasen nadiren nekrozis veya aktif olarak
apoptozis ile gergeklesir. Vicutta genelde enfeksiyon, farklilagsmave
hasarli hucrelerin ortadan kaldiriimasinda kullanilan temel mekanizma
apoptozisdir. Pankreatik beta hicreleri diyabetin patogenezinde etkili bir

¢ok ajanin proapoptotik etkilerine kargi oldukga duyarlidir 20

Yeni tip 1 diyabet tanisi almig hastalardan alinan pankreas
orneklerinde yapilan histipatolojik ¢galisma sonucu beta hucrelerinde % 70-
80 kayip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte daha 6nceki ¢alismalarda
elde edilen verilere gore pankreatik beta hicreleri otoimmin atakta hedef
hicrelerdir ve hdcre kaybinda etken mekanizma apoptozisdir. Tip 1
diyabet olusturulmus hayvan modellerinde insulitis’ in (Langerhans
adaciklarinin infilamasyonu) erken evresinde ¢ogunlukla makrofajlarin ve
ayrica +CD4, +CD8 lenfositler, dogal éldurici hucreler ve B lenfositler gibi
diger immin hiicrelerin adaciklara infiltrasyonu gdsterilmistir. immiin
hucrelerden pankreatik beta hucrelerine salgilanan temel sitokinler
interlokin-1p (IL-1pB), interferon-y (IFN-y), timor nekrozis faktor-a (TNF-a)
olarak tanimlanmistir 2*. Bu sitokinlerin yilksek dozlarda pankreatik beta
hdcreleri icin proapoptotik oldugu bilinse de, ilging olarak beta hucrelerinin
de bunlara benzer IL-1B3, monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1), IFN-y,
IP10, TNF-a gibi sitokinlerilirettigi ve salgiladigi gdsterilmistir %> 23, Beta
hicre apoptozisinde bu sitokinlerin yaninda aktif makrofaj ve T lenfositler
salgilanan nitrik oksit ve reaktif oksijen radikallerinin etkili oldugu
vurgulanmistir. Tim bu bilgiler 1s1§inda beta hiicrelerinde apoptozisi hangi
mekanizmanin baslattigi hala tartisma konusudur. Her ne kadar perforin,
FasL, IL-1B, IFN-y ve nitrik oksit betallore kaybinda etkili olsa da bu



molekullerin sinyal yolaklarinin baskilanmasi hala beta hicre kaybini

yeterince engelleyememigtir.

Tip 2 diyabet beta hucrelerinde fonksiyon bozuklugu ve
insulin direnci ile karakterizedir. Obezite ve insulin direnci tip 2 diyabetin
nedenleri arasinda iki major faktérdir. Son yapilan c¢alismalarin
sonuglarina goére hiperglisemi beta hicre kaybinda énemli etkendir. Yakin
zamanda tip 2 diyabet tanisi almis hastalardan alinan biyopsi drneklerinde
beta hucrelerinde % 25-50 kayip goOzlenirken daha ileri evre tip 2
diyabetiklerde bu kayip % 65’ e yakin gézlemlenmistir. Buna gore geg evre
tip 2 diyabetin patogenezinde beta hiicre kaybi major etkendir *. Burada
artmig beta hucre o6lumu veya bozulmus proliferasyon kapasitesi beta
hicre kaybinda etken mekanizmalar olabilir. Otopsiden elde edilmig tip 2
diyabetik insan pankreas dokularinda hicre kaybinda etken
mekanizmanin apoptozis oldugu gdsterilmistir. Her ne kadar tip 2
diyabette beta hiucre apoptozisinde hangi temel sinyal yolunun aktif oldugu
tam olarak bilinmese de, beta hicrelerinin uzun sireli yuksek glukoz, lipid
ve toksik oligomerlere maruziyeti, amiloyid polipeptit, reaktif oksijen
radikalleri, endoplazmik retikulum stres ve proinfilamatuvar sitokinler gibi

birgok faktoriin etkin olabilecegi vurgulanmaktadir 2°.

DuslUk doz glukoz konsatrasyonlarinin kultlre edilmis insan
pankreas hucrelerinde proliferasyonu artirdigi gézlemlenmigken kronik
yiksek doz glukoz uygulamasinin apoptozisi artirdigi gosterilmistir. ilging
olarak apoptozis genel olarak proliferatif beta hucrelerinde gbézlemlenmis
bu da buda beta hicrelerinin proliferasyon aninda apoptozise
hassasiyetini gostermektedir. Ylksek glukoz konsantrasyonlari pankreatik
beta hucrelerinde glukozun metabolizmasini  dolayisiyla oksidatif
fosforilasyonunu artirir, bu durum mitokondriyal fonksiyon bozukluguna

bagli reaktif oksijen radikallerinin artisina neden olur. Beta hucreleri reaktif
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oksijen turlerinin artigina karsin oldukga zayif enzimatik antioksidan

savunma sistemine sahiptir.

Reaktif oksijen radikallerinin beta hucrelerinde artisi NFkB ve
JNK gibi strese duyarl gesitli metabolik yollari aktive eder. Duguk doz IL-
1B beta hicre proliferasyonunu aktive ederken kronik yiksek dozlarda
NFkB, JNK ve belki de diger strese duyarli mekanizmalarin aktivasyonuna

neden olur %°

. Tum bunlara ek olarak endoplazmik retikulum stres
pankreatik beta hiicrelerinde JNK yolu, aktive edici transkripsiyon faktort 3
(ATF3) ve B hucresi lenfofa geni 2 (Bcl-2) ailesinin proapoptotik Gyelerinin

aktivasyonuna neden olarak hiicrede apoptozis’ in ilerleyisini saglar ’.

Tip 2 diyabette gorulen bir diger normal disi durum artmig
plazma lipid degerleridir. Rat pankreatik beta hlcrelerinin 48 saat boyunca
2 mmol/L yag asidine maruz birakilmasi hucrede oksidatif stresi oldukga
artirmistir. Artmig yag asidi konsantrasyonunun beta hucrelerinde hucre
apoptozisini tam olarak hangi mekanizma ile ilerlettigi bilinmese de
endoplazmik retikulum stresi aktive ettigi, JNK aktivasyonuna neden
oldugu, reaktif oksijen turlerini artirdidi ve mitojenle aktine olan protein
(MAP) kinaz yolunu aktive ettigi gdsterilmistir 2.

NFkB aktivasyonu, endoplazmik retikulum stres ve diger
mekanizmalar tip 2 diyabetin patogenezinde etkin apoptozis’ in

ilerleyigsinde etkin yollardir.

Yuksek doz lipid konsantrasyonlarinin pankreatik beta
hicrelerinde toksik etkisinin yaninda hucre apoptozisinde bir diger etken
mekanizma da artan reaktif oksijen radikallerinin etkisi ile gerceklesen lipid
peroksidasyonu sonucu olusan toksik aldehitlerin etkileridir. Bununla
birlikte daha onceki calismalarda sitokinlerinde pankreatik beta

hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu artirdigi  gdsterilmistir  2°.  Lipid

11



peroksidasyonu sonucu olugsan 4-hidroksinonenal, akrolein ve
malondialdehit gibi toksik aldehitlerinde beta hiicre apoptozisinde etkKili
olabilecegi  dusUnUlmektedir ve bu alanda hizla c¢alismalar
gerceklestirimektedir. 4-hidroksinonenal’ in beta hucrelerinde toksik
etkilesi, bu aldehit’ in beta hicrelerinde glutatyon tiketimine neden olarak

hiicre 8limiind artirmasi ile gosterilmistir *.

Boylece apoptotik beta hucre kaybinin gerek tip 1 gerekse
tip 2 diyabetin patogenezinde ve ilerleyisinde etkili oldugu bilinmektedir.
Burada beta hicre kaybinin énlenmesi tedaviye yonelik olduk¢ca anlam

ifade etmektedir.

2.2. Endoplazmik retikulum stres

Okaryotik hiicreler cogu zaman membran agi veya membran
labirentine benzetilen endoplazmik retikulum (ER) sistemine sahiptir ve bu
sistem hucrelerin gekirdegine oldukg¢a yakindir. ER, Okaryotik hucrelerde
sentezlenen tum proteinlerin yaklasik Ugte birinin sentezinden sorumludur.
Ayrica proteinlerin oksidatif katlanmalari, hlcre zari, organel zarlari ve
diger hucre kompartmanlarina gonderilmek Uzere proteinlerin translasyon
sonras! degisimi ER da gercgeklesir. Kalsiyum ve redoks hemostazinda
bozulma, ksenobiyotik aldehitlerin artmis duizeyleri, salgi proteinlerinin
sentezindeki artig, hatali katlanmis proteinlerin birikimi, glukoz yoksunlugu,
artmis glikozilasyon, gibi bir¢cok stres faktéri hatali veya katlanmasini
tamamlayamamig proteinlerin ER lumeninde birikmesine neden
olur.(Sekil:2) Bu durum hucreler igin ciddi tehdit olusturur. Artmis hatah
proteinler ER da sinyal vyolaklarini uyararak birgok diger sinyal
proteinlerinin transkripsiyonel veya translasyonel aktivasyonlarina neden
olurlar. ER da ki bu degisim katlanamamigs veya hatali katlanmis
proteinlere karsi cevaptir (Unfold protein response; UPR) *! %, UPR’ un

gerceklesmesinde d6nemli proteinlerin mekanizmasi 1990’ larin basinda

12



Saccharomyces cerevisiae de yapilan galismalarla agiklanmaya baslandi.
UPR sinyalinde ve hlcrenin hayatta kalmasinda etkin ER transmembran
protein kinaz/endoriboniikleaz (Irelp/Ern1p) proteini tanimlandi ve UPR
sinyali baslatabilecegi ortaya konuldu ** 3%, Bundan sonraki galismalarda
bu sinyal yolunun tim okaryotlarda korunmus oldugu gdsterilmis bu
c¢alismalar paralelinde UPR sinyalin olusumunda etkin diger proteinlerde

tanimlanmaya baglamistir.

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

DTT, homaosistein, ROS Rediktif/Oksidatif stres
Kimyasal/patojenler ?

Artmis protein sentezi Protein katlanma kapasitesinde

artis/Hatal ptotein katlanmasi

Endoplazmik retikulum

UPR

Sekil 2: Endoplazmik stresi uyaranlar ve endoplazmik retikulumdaki etkisi®*

Mayalarda tanimlanmis Ire1p sinyal moleklline karsilik
memelilerde inozitole ihtiya¢ duyan protem (IRE1a) ve | RE1B olmak

%, 3% |RE1 proteini ER limene bakan

uzere iki izoform tanimlanmigtir
kisimda N-terminal ER strese hassas domain, transmembran domain ve
sitoplazmaya bakan yiizeyde C-terminal endoriboniikleaz domain icerir 3*
37.

IRE1 proteinine ilave olarak o©Okaryotlarda UPR sinyali
baslatan cift zincirli RNA ile aktive edilen protein kinaz benzeri ER kinaz
(PERK) ve faal transkiripsiyon faktor 6 (ATF6) olmak Uzere iki protein

daha tanimlanmistir.
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PERK; ER limenine bakan kisimda strese duyarli domain,
luminal domain ve stoplazmaya bakan kisimda okaryotik translasyona

baslama faktorii 2 alfayi (elF2a) fosforilleyebilen domain icerir 8.

ATF 6; ER Iumenine bakan kisimda C-terminal strese duyarli
domain, sitoplazma da ise N-terminal lizin fermuar iceren ve bir

¥ jlk zamanlar asll

transkripsiyon faktorii gibi davranan proteindir
anlasilmayan mekanizma artmis hatali protein katlanmasina karsi ER

zarinda bulunan bu U¢ mekanizmanin nasil harekete gegtigidir.

Peptit bagimli ATPaz olarak tanimlanmis GRP78 bu (¢
mekanizmanin harekete geciriimesinde etkin rol alir. Isi sok protein 70
ailesine mensup GRP78 stres olmayan kosullarda her U¢ sinyal
molekuline baghdir ve baglh durumda IRE1, PERK ve ATF6 nin
aktivasyonunu engeller. Stres durumunda GRP78’ in IRE1 ve PERK den
ayrilmasi bu proteinlerin dimerizasyon/oligomerizasyonu ve

otofosforillenmesine neden olarak aktivasyonlarini saglar ** **.

GRP78 in ATF6 dan ayriimasi ise ATF6 nin golgiye
transferini, golgide kesildikten sonra ie ATF6 nin sitoplazmik domaininin
cekirdege gecerek transkripsiyonu baglatmasini saglar.

ER’ un bir diger gorevi de hatali proteinlerin pargalanarak
uzaklastiriimasini saglamaktir. Bu olaya endoplazmik retikulumla iligkili
protein degredasyonu (ERAD) denir. ER Iimeni icerdigi saperonlar ve
protein katlanmasinda gorevli diger proteinlerle birlikte oldukga proteini
fazla (> 100 mg/ml) bir ortamdir. Artan hatali katlanmig protein duzeyleri
hicre fonksiyonlarini tehdit eder dizeye geldiginde ER limeninde bir
takim degisimler baslatiir. Bu degisimler hatali proteinlerle birlikte
saperonlarin sekestresyonu, enerji kaybi veya ATP tuketimi, reduktan

maddelerin tliketimi ve reaktif oksijen radikallerinin olusumu olarak
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siralandirilabilir. Burada ER hatali proteinlerin kanal proteinleri araciligi ile
stoplazmaya gonderilerek ubikutinlenmesini saglar. Ubikutinlenmis bu
proteinler proteozomlarda yikilarak hicrenin hayatta kalmasi saglanir. ER
den sitoplazmaya gonderilen proteinler bazen agregatlar olustursa da bu
agregatlar otofaji ile ortadan kaldirilir. Burada ilging olan son zamanlarda
yapilan c¢aligma sonugclaridir ki, hipergliseminin invivo ve in vitro
calismalarda protein agregasyonunu artirdigi ve bu agregasyonunda

otofaji bagimli sistem tarafindan temizlenebildigidir ** *3.

2.2.1. IRE1 sinyal yolu

Biyokimyasal c¢alismalarin sonuglarina gore hucrede stres
olmadigl durumda IRE1’ in luminal domain’ inin GRP78 ile sitokiyometrik
kompleks olusturmus halde oldugu gdsterilmistir. UPR stres olustugu
durumda GRP78 IRE1 den ayrilarak bu proteinin aktivasyonunu uyarir.
Aktivasyon IRE1’ in oligomerizisyonu ve otofosforilasyonu ile
gergeklesir **. (Sekil 3)

IRE1" in otofosforilasyonu bu proteinin sitoplazmik tarafa
bakan ylzeyde endoribonikleaz aktivitesini uyararak X-kutusuna
baglanan protein1’ in aktif olmayan mRNA’ sindan 26 baz cifti kesilip
cikarilmasini saglar. Bdylece olgunlasmamis halde aktif olmayan XBP1’ in
translasyona girebilir hale gelmesini saglar. XBP1 proteini ayni zamanda

bir transkripsiyon faktorudir *°

. Boylece sitoplazmada hizlica protein
sentezi yapillan XBP1 c¢ekirdek zarini gegerek UPR nin
gerceklestiriimesinde gorevli saperonlarin, protein katlanmasinda gorevli
enzimlerin, endoplazmik retikulum aracili protein degredasyonu
mekanizmasinda goérevli EDEM1, EDEM2, EDEMS3, Derlinl, Derlin2,
Derlin3 ve HRD1 in transkripsiyonunu aktive eder *. Béylece hatali hatali
katlanmig proteinlerin ortadan kaldiriimasina veya tamir edilmesine yonelik

kullanilacak proteinlerin transkripsiyonu uyariimis olur.
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IRE1" in XBP1 disinda diger mRNA lari farkli mekanizmalarla
substrat olarak kullanildigi gosterilmistir. Ornegin; ER limenine katlanmak
uzere transfer edilecek mRNA lari pargalayarak ER stres aninda ER
limeninde protein birikmesini engeller. Farmakolojik olarak ER den
kalsiyum saliverilmesi artirilarak olusturulan ER stres de beta hiicrelerinde
insulin MRNA dizeylerinin azalidigi IRE1 endoribontkleaz aktivitesi ile

olabilecegi vurgulanmistir 3% %°.

ER LUMENI {%i Hatal katlanmis protein

}\PERK
ATFB Irel

Stoplazma
Aktif olmayan XBP1 mRNA Aktif XBP1 mRNA
= > — o:>: :o:> )
Intron ke5|lme5| Translasyunl
Saperonlar Alctwasygn
Cekirdek ERAD proteinleri +——— | UPR genleri

Sekil 3: IRE1 sinyal yolu *

IRE1’ in hatali katlanmis protein cevabina kargi uyarilmasi
kronik dozlara ulastigi zaman, IRE1 diger sinyal yollarini aktive ederek

hiicrenin apoptozisinde etkili olur.
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2.2.2. PERK sinyal yolu

ER strese acil cevap, protein sentezinin yavaglatiimasi ve ER
lGmeninde protein birikiminin engellenmesidir. Bu islem hizlica PERK’ in
sitoplazmaya bakan kisminda yer alan okaryotik translasyona baglama
faktort 2o’ nin fosforillenmesini saglayan kinaz domain’ in uyariimasi ile
baslatilir. PERK, ER zarinda bulunan transmembran proteinidir ve stres
olmayan durumlarda GRP78 ile bagh aktif olmayan formda bulunur. UPR
durumunda aktif GRP78 ayrilarak PERK aktif hale gecer *’.

elF2a metiyonil-tRNA’ nin translasyon kompleksinde yer alan
ribozoma yonlenmesinden sorumludur. GTP bagli elF2a aktif durumdadir
ve GTP ni GDP ye dénusumu ile aktif olmayan forma doénusuir. elF2a’ nin
aktif olmayan formunda aktif forma donusmesi igin guanin nukleotidi

degistirici faktor olan elF2B gereklidir *°.

elF2a’ nin fosforilasyonu elF2B’ nin guanin nukleotit
degistirici aktivitesini baskilar ve boylece protein sentezi yavaslatilir. elF2a
nin fosforillenme bolgesindeki mutasyonlar bu proteinin PERK tarafindan
fosforillenmesine kargi hassasiyetini azaltmistir. Bu mutasyonlarda biri
fosforillenme bolgesindeki 51. serin aminoasidinin alanine déntsumu ile
olusturulmustur *°. Homozigot elF2a>*'* dogan farelerde beta hiicre hasari
veya eksikligi gozlemlendigi ve bu farelerin 24 saat icersinde 6ldugu rapor
edilmistir. Buna karsin heterozigot dogan farelerin normal gérinduagu
ancak asiri besin alimina karsi hassas olduklari goézlemlenmistir.
Heterozigot farelerin ylksek yag igerikli diyetle beslendikleri zaman
obeziteye egilimleri oldugu bu durumunda enerji metabolizmasi ile
baglantii oldugu aciklanmigtir. Bu hayvanlarda bozulmus glukoz
metabolizmasi, hiperinsulinemi ve hiperleptinemi gézlenmistir. izole edilen
adacik hudcrelerinde ise artmis artmig bazal insulin duzeylerine karsin

azalmis glukoz ile uyarilan insulin salgilanmasi gozlemlenmigtir. Sonug
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olarak yuksek yag igerikli diyet bu hayvanlarda ER stresi artirarak ER
limeninde hatali katlanmis proinsulin duzeylerini artirmistir. Burada elF2a

nin beta hiicrelerinin hayatta kalmasi gerekliligi gdsterilmistir >°

Diger yandan UPR de PERK’ in protein sentezini azaltici
etkisine karsin aktif transkripsiyon faktdéri 4 (ATF4) Un protein sentezini
artirdigi bilinmektedir. Ayrica PERK diger bir transkripsiyon faktéru olan
NF-E2 ile iligkili faktor 2° nin aktivasyonunu saglar. PERK tarafindan
uyarilan her iki transkripsiyon faktorit de amino asit metabolizmasini
hizlandirarak glutatyon sentezini artirirlar. ilging olarak PERK eksik
hicrelerde bazi peroksitlerin 6zelliklede hidrojen peroksit' in ER stres
boyunca boyunca biriktigi gozlemlenmistir. Diger yandan ATF4 eksik
hiicrelerin ise sadece glutatyonla desteklenmis besi yerinde hayatta
kalabildikleri gdsterilmistir >*. (Sekil 4)

UPR ile uyarilan PERK hucrenin hayatta kalmasini saglamak
icin hlcrede protein sentezini azaltarak ER lUmeninde hatali katlanmis
proteinlerin  birikimini engellerken ayni zamanda hatali katlanan
proteinlerin birikiminden kaynaklanan oksidatif stresi azaltmaya caligir
fakat uzun sureli aktivasyonunda ise hucrede ER aracili apoptozis’ in
baslatiimasini saglar.

«——— Protein sentezinde ~
® ER de protein azalma |
“= birikiminde azalis > e Pl ™™,
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"
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ROS artigina karsl koruma l
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Amine asit
metabolizmasinda artig/GSH
sentezi

asH ®

Sekil 4: PERK sinyal yolu **.
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2.2.3. ATF6 sinyal yolu

Bir transkripsiyon faktéri olan ATF6 hatali protein
katlanmasina kargi ER de stres sinyalini baslatan bir diger proteindir[39].
ATF6 tamami 670 amino asit dizisine sahip, 370-380 amino asit I6sin
fermuar iceren N-terminal stoplazmik domain, 21 amino asit
transmembran domain ve 270 amino asit strese hassas limenal domain
icerir. UPR durumunda ATF6’ nin N-terminal domaini kesilerek ayrilir ve
hicre cekirdegine gecerek transkripsiyonu uyarir. ATF6 nin lumenal
domaini UPR streste uyarildigi zaman ATF6 ER zarindan ayrilarak golgiye
tasinir. Golgide ATF6, SP1 ve SP2 proteaz enzimleri tarafindan proteolitik
kesildikten sonra losin fermuar igeren aktif stoplazmik domain htcre
cekirdegine gecer. ATF6 hucre gekirdeginde hatali proteinlerin tamirinde
gorev alacak GRP78, GRP94 ve kalneksin proteinlerinin sentezini artirir.
Uzun sureli UPR de ATF6 C/EBP homolog protein’ in (CHOP)

transkripsiyonunu artirarak hiicre apoptozisine neden olur 2. (Sekil 5)

| UPR GEMLERi

UPREERSE ATF6 (p50)
A o
NUKLEUS
’s/u:fszp
—_— >
‘@*‘—g IRE1 gATFB (po0)
[ BiP BiP
@
uU-Pr
ER
Golgi

Sekil 5: ATF6 sinyal yolu >

2.3 Endoplazmik retikulum stres ve apoptozis
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ER’ nin uzun sureli stres normal hicresel fonksiyonlarin
gerekliligi icin var olan UPR’ yi yetersiz kilar. Bu durumda htcre hizlica
apoptozise yonlenir. Apoptozis ile hucre/doku kaybi birgok hastaligin
kendini gostermesinde etken mekanizmadir. ER stresle uyarilan apoptotik
hicre olumua iskemik hasarlar, kalp hastaliklari, bazi nérodejeneratif

hastaliklar, diyabet ve bipolar hastaliklarla iligkilendirilmistir 3.

Apoptozis oldukga karmasik ve enerji bagimli bir
mekanizmadir. Apoptozis i¢in tanimlanmis iki temel yol vardir. Birincisi
hicre zarindaki reseptorlere baglanan ligandlar tarafindan uyarilan digsal
apoptozis, ikincisi ise i¢csel var olan mitokondriyal apoptozisdir.
Radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, bazi enfeksiyonlar ve serbest
radikaller i¢sel var olan mitokondriyal apoptozisin uyarilmasinda oldukga
etkilidir >,

ER membraninda yer alan strese duyarli proteinler direkt
apoptozise neden olmasa da diger proteinleri uyararak apoptotik kaskadi
baglatirlar. ER stresin uzun sureli uyarilmasinda u¢ temel mekanizma ile
apoptozis kaskadi ilerletilir. Birincisi PERK/elF2/ATF4 sinyal yolunun
uyardigi CHOP proapoptotik yolak, ikincisi IRE1 UPR sinyal yolunun
uyardigi apoptozis sinyali dizenleyen kinaz 1 (ASK1)/c-Jun NH2-terminal
kinaz (JNK), tGglncu yol ise ER de bulunan kaspaz 12 nin ilerlettigi kaskad

sinyal yoludur *°.(Sekil 6)
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Endoplazmik retikulum

UZUM SURELI
UYARILAN
ER STRES
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l ,l. kaspaz 12 ——1 JNK
ATF4 diger kaspazlar
‘L KASKAD
CHOP l
S

APOPTOZIS

Sekil 6: ER stresin uyardigi apoptozis yollari >

2.3.1. PERK/elF2/ATF4/CHOP apoptozis sinyal yoladi.

PERK hlcrede ER strese cevaben okaryotik translasyona
baglama faktori 2’ nin a alt Unitesini fosforilleyip, protein sentezini
azaltarak hucrenin strese adaptasyonunu ve hayatta kalmasini saglar.
Uzun suren ER streste PERK/elF2 transkripsiyon faktori ATF4 Un
uyariimasina ve CHOP’ un transkripsiyonunun artisina neden olur. CHOP
ayni zamanda hucrede DNA hasarindaki artisa bagli uyarnlir. CHOP
proapoptotik sinyali, Bcl-2 ailesinin Bax ve Bad gibi proapoptotik
proteinlerinin  hdcrede duzeylerinin artirlmasi ve bu proteinlerin

mitokondriye translokasyonu ile saglanir °® >’

elF2a nin fosforilasyonu strese cevabin ayarlanmasinda
oldukga 6nemlidir. ATF4’ Un uyarilmasina bagli artan CHOP duzeyleri
GADD34 proteininin aktivasyonuna neden olur. GADD34; protein fosfataz
1' in (PP1) kofaktoridir ve elF2a’ ni defosforilasyonuna neden olarak
protein sentezini artiir *®. Daha 6nceki calismalar GADD34/PP1
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Kompleksi ve elF2a fosforilasyonunu engelleyen selektif inhibitorler ER

aracili apoptozisi engelledigi gosterilmistir *°.

2.3.2. IRE1/INK apoptozis sinyal yolaqgi.

IREL, c-jun N-terminal kinaz yolunu aktive ederek hicrede
apoptozisi baslatir. IRE1 ayni zamanda PERK/CHOP sinyal yolunun

uyarilmasini da saglar %°.

IRE1’ in sitoplazmik bileseni timor nekrozis faktor reseptort
ile iligkili faktér 2 (TRAF2) ve JNK’ nin fosforillenerek aktif olmasini
saglayan ASK1 ile kompleks halindedir. ASK1, ER stres aracil
apoptozisde proapoptotik sinyalin devamindan sorumludur ®*.

JNK fosforillenerek aktive edildigi zaman Bcl-2 ailesi
proteinlerini fosforilleyerek aktivitelerini diizenler. Bax ve Bad proteinlerini
aktive ederek apoptozisi ilerletir. Bu duruma ek olarak ER stres aninda
Bax ve Bad proteinlerinin direkt IRE1 proteinine bagli oldugu, bu durum da
UPR ile apoptozis arasinda iligki veya baglanti olabilecegi fikrini

pekistirmektedir ®2.

Diger yandan TRAF2’' nin kaspaz 12 aktivasyonuna neden
oldugu gbsterilmistir °. CHOP ve JNK' nin aktivasyonu, Bcl-2
proteinlerinin dudzenlenmesine dolayisiyla Bak/Bad ve kaspaz araclili

apoptozise neden olmasi esastir.

2.3.3. Kaspaz 12 apoptozis sinyal yolu

Hucrede stres olmadigi kosullarda prokaspaz 12 ER zarinda
aktif olmayan formda bulunur. Hucrede stres aninda kalsiyum bagiml

kalpain kaspaz 12’ nin kesilerek aktif forma doniusimuini saglar. Aktif
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kaspaz 12 sitoplazmaya gecerek prokaspaz 9 un sitokrom c ye gerek
olmaksizin aktivasyonunu saglar. Boylece kaspaz 9 aracili kaspaz 3’Un de
aktivasyonu saglanir. Bu durumda ayrica JNK yoluda aktive edilebilir.
Kalpain’ in ayrica Bax proteinlerinin proapoptotik aktivitesini de artirdigi

gosterilmistir °4 2,

Ayrica ATF6 nin da caspaz 12 vyi aktive ettigi
gosterilmistir °®. ATF6 ayrica kronik ER streste CHOP aktivasyonuna
neden olarak hiicre apoptozis’ ine katkida bulunur ®’.

2.4. ER stres ve pankreatik beta hicresi

Pankreatik beta hucrelerinde metabolik igleyigin fizyolojik
dizenlenmesinde oksidatif stres ve ER stres olduk¢a 6neme sahiptir. Beta
hicrelerinde IRE1a’ nin aktivasyonu ve PERK/elFa’ nin baskilanmasi,
yuksek glukoz konsantrasyonlarinda proinsulin biyosentezi igin gegis
surecidir. Bu sire¢ hiperglisemi ile daha uzun surede gecilirse beta
hicrelerinde fonksiyon bozuklugu veya apoptozise neden olabilir. Ayni
zamanda kronik glukoz uygulamasi pankreatik beta hicrelerinde IRE1’ in
sitoplazmik  endoribonlikleaz  aktivitesini uyararak proinsulin’ in

68

pargalanmasini saglamigtir Ayrica kronik glukoz uygulamasinin

pankreatik beta hicrelerinde JNK aktivasyonuna neden oldugu

gosterilmistir

. Yine beta hulcrelerinde hipergilisemik ortamin PERK
aktivasyonuna bagli CHOP ve ATF3 diizeylerini artirdi§i gdsterilmistir .
Buna ilave olarak tip 2 diyabetik hastalardan alinan pankreas orneklerinde
yapilan histopatolojik c¢alismalarda ayni belirteclerin seviyelerinin arttigi
gosterilmistir "*. Diyabetik db/db farelerin pankreatik adacik hiicrelerinde
artmis  CHOP ekspresyonu, PERK aktivasyonu, artmis elF2a
fosforilasyonu ve ATF4 duzeyleri gosteriimis ve PERK sinyal yolunun
diyabetik siirecin gelisiminde etkili olabilecedi vurgulanmistir 2. Hatali

veya dogru katlanmamis protein cevabi ¢ogu zaman beta hucrelerinde
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apoptozise karsi koruyucu mekanizmadir. Diger yandan beta hlcrelerinde
UPR ile mTOR sinyal yolu arasindaki iligkinin gdsterilmis ve bu yolun
proinsulin  sentezinde etkili oldugu vurgulanmigtir. Daha &nceki
caligmalarda mTORC1’ in beta hucrelerinde ve farkli diger dokularda
besinlere kargi cevabi kontrol ettigi gOsterilmigtir. Glukoz, palmitat ile
uyarilan beta hicre hasarina katkida bulunmustur. Bu ¢alismada mTOR
UPR genlerinin aktivasyonunu saglayarak beta hucrelerini korumustur.
Diger yandan glukolipotoksisite beta hicrelerinde ER stres ve apoptozisin
uyariimasina katkida bulunmustur. Dolayisiyla beta hlcrelerinin hayatta
kalmasi veya apoptozise gitmesi bu yolaklar arasindaki dengeye
baghdir .

Son cgaligmalar oksidatif stres ve ER stres arasinda ki iligkiyi
aciklamaya yoneliktir. Artmis reaktif oksijen radikalleri oksidatif stres’ in
gostergesi olup ER stresi uyarmaktadir (Sekil 7). Reaktif oksijen radikalleri
ve nitrik oksit duzeyleri beta hucre hemostazinda oldukga 6nemlidir.
Glukolipotoksisite olusturulmus hucrelerde ndronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) aktivitesi ve nitrik oksit Uretiminde artis saptanmistir. Diger yandan
NOS inhibisyonunun beta hicre apoptozisini artirdigi gdsterilmistir. Bu
bulgu ER stres ile oksidatif stres arasindaki karmasik etkilesimi
gostermektedir. Bu duruma kargin UPR de reaktif oksijen radikallerinin
uretildigi bilinmektedir cogu zaman UPR ye badl artan radikal duzeyleri
hiicre apoptozisinin uyarilmasinda etkili olmustur 3. ER de yer alan Erol
ve PDT gibi oksidoreduktazlar tiyol disulfit degisim reaksiyonlarinda reaktif
oksijen radikallerinin tretimine neden olurlar "*. Burada reaktif radikallerin
uretiminin azaltilmasi veya Uretilen radikallerin antioksidanlar tarafindan
temizlenmesi beta hicrelerinin hayatta kalmasina katkida bulunmak igin

gelistirilecek tedavi yaklasimi olabilir.
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Sekil 7: Pankreatik beta hiicresi reaktif oksijen tirleri ve ER stres &

2.5. 4-hidroksinonenal

Oksidatif stres, serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyona karsi hassas, hicre zarindaki ¢oklu doymamig yag asitleri,
proteinler ve nukleik asitler gibi biyomakromolekdllerin yapisinda degisime
neden olarak hucrelerde hasar olusturur. Oksidatif stresin en belirgin

etkilerinden biride lipit peroksidasyonudur.

Serbest radikaller ¢goklu doymamis yag asitlerinden bis-akrilik
hidrojen atomunu c¢ikararak konjege pentadienil radikalini olusturur.
Boylece lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu baslatiimig olur.
Pentaenil radikali hizlica oksijenle reaksiyona girerek dienil peroksil
radikalini olusturur. Burada peroksil radikali herhangi bir antioksidanla
temizlenmez ise, komsu lipit molekilinden hidrojen koparip kendi
yapisina baglayarak kendisi lipit hidroperokside donugurken komsu lipitde
zincieleme lipit peroksidasyonu reaksiyonlarini baslatir. Doymamis
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yadidaki lipit hidroperoksit molekdulleri lipit alkoksil radikallerinin Gretimine
katkida bulunur. Lipit alkoksil radikalleri okside lipidlerin fragmentasyonuna
neden olarak malondialdehit, akrolein, 4-hidroksinonenal, 4-okso-2-
nonenal, 2-hidroksialkenaller, enaller gibi toksik ve elektrofilik o-p
doymamis aldehitlerin olusumuna neden olur "® 7. Oksidatif metabolizma
sonucu olusan bu elektrofiller genelde patofizyolojik, toksik ve karsinojenik
etkilidirler. Elektrofillerin kimyasal toksikolojisi ise hicre ici nikleofillere

kovalent baglanarak kendini gosterir .

Daha o6nceki yapilan galisma sonuglarina gore lipid
aldehitlerinin dusuk bazal duzeylerdd (UM) sentezlendigi ve bu
seviyelerde sinyal iletiminde gorev alabilecedi vurgulanmigtir. Ancak uzun
sureli oksidatif stres altinda kontrol edilemeyen dlizeyde artan toksik
aldehitler biyolojik molekullerde istenmeyen modifikasyonlara neden
olarak birgok hastaligin baglamasina etken olabilir. 4-hidroksinonenal
nikleofilik yapida olan nukleik asitlerin baz yapilarina baglanarak cesitli
moekuller degisimlere neden olarak genotoksik etki gosterir. 4-
hidroksinonenal’ in proteinlere baglanarak yapi degisimlerine neden
olur #. (Sekil 8)

4-hidroksinonenal proteinlerin yan zincirinde var olan
nukleofilik amino asitlerle reaksiyona girerek stabil Grtnler olusturur. Bu
urtnler Michael reaksiyonu Urunleri, schiff baz Grtnleri gapraz baglh protein
arnleri ve glutatyon konjugatlari olarak sayilabilir. 4-hidroksinonenal
nikleofilik proteinlere baglanarak bu proteinlerin hatali katlanmasina ve
hasarli proteinlerin olusumuna neden olur. 4-hidroksinonenal yapisindaki
o-p doymamis karbonil gruplari ile ntkleofillerle oldukca kolay 1,2- ve 1,4-
Michael reaksiyonuna girer. 1,2- Michael reaksiyonu proteinlerin yan zincir
amino asitlerinin primer amin grubu ile karbonil grubu arasinda reaksiyonla
gerceklesir ve karbonilamin ara ariinu su kaybederek schiff baz Grlnlerini

olusturur. Schiff baz olusumu asidik ortamda geligir. 4-hidroksinonenal’ in
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sulu ¢ozeltilerde 1,4- Michael Urunleri baskin iken organik ¢ozelti icersinde
schiff baz drUnlerinin varhdi bilinmekte bu durumunda schiff baz
olusumunun genelde protein’ in hidrofobik mikro ¢gevresinde olusabilecegi
fikrini desteklemektedir. Ayrica amin gruplari ile aldehit gruplari arasinda
reaksiyon sonucu hidroksinonenal’ in pirol gruplari ile olusturdugu c¢apraz
bagli Grlnleri ortaya ¢ikar. 1,4- Michael reaksiyonu aldehit’ in C3 karbonu
ile nuUkleofil arasinda gercgeklesir. Bdylece nukleofillerin toksik aldehit
yaplya eklenmesi gergeklesir. Bu arada proton hidroksinonenalde
karbon=karbon (C=C) c¢ift bag iceren yapiya katilir. Baslangi¢ urinu
enolattir. Bu Urin hizla taotomerizm gostererek keto forma doénusir. Bu
degisim C2 karbanion protonlenmasi ile devam eder. Burada 1,4- Michael
reaksiyonu genelde proteinlerin sistein, histidin ve lizin amino asitleri
hidroksinonenal arasinda gergeklesir. 4-hidroksialkenallerin  Michael
reaksiyonu sonucu C=C (C2=C3) olusumu igermez. 4-hidroksil grubunun
aldehit ile reaksiyonu sonucu hizla siklik hemiasetal (laktol) olusumu
gozlenir. Sulu co6zeltilerde glutatyon ile konjugat Urinleri % 95 laktol
urinlerine donusumua saglar. Aldehit grubu ile amin grubu arasindaki

reaksiyon sonucu ¢apraz bagh proteinlerin agiga ¢iktigi da bilinmektedir.

Protein amino asit yan zincirlerinin 4-hidroksinonenal ile
reaksiyonunda sistein>histidin>lizin geklinde reaktiviteleri bilinmektedir. Bu
da tiyol gruplarinin hidroksinonenal’ e kargi reaktivitesinin yUksek
oldugunu gosterir. 4-hidroksinonenal ile glutatyon arasindaki reaksiyonun
hiz sabiti pH:7.4 de 1.3 M?'! s olarak hesaplanmistir. Bu da
hidroksinonenal’ in fizyolojik glutatyon konsantrasyonu varliginda (5 mM),
2 dakika yari omrunun olabilecegini gosterir. Boylece sulu ortamda
hidroksinonenal’ in gogunun tiyol-bagli olabileceginin anlasiimasi saglanir.
Ayrica hidroksinonenal’ in tiyol konjugati oldukga az stabiliteye sahiptir.
Buna karsin histidin-hidroksinonenal konjugati sistein ve lizin konjugatina
gore daha stabildir "®.

27



Michael Reaksiyonu

PROTEIN
PROTEIN + HNE i
(LYS) ’ NN
0
NH, HO
PROTEIN
!
PROTEIN | N>
+ HNE
(H|5) 1 \> —_—— _III/S./\._‘,./"‘\/
NH )0
HO

PROTEIN

PROTEIN  + HNE kS
(CYS) ks,.. - )\f/\/x,./
0

HO

Schiff baz olusumu

PROTEIN PROTEIN PROTEIN
+HNE -H,0
(LYS) — —
HO
e 3
NHa U \N\,/“‘“~ R
= ; /f
Protein gapraz bagh iriin olusumu
PROTEIN PROTE'NN
XN» H]l: \>
N N
+(LYS) phe e s
0 /0
HN
HO  Hemiasetal
PROTEIN

Sekil 8: 4-hidroksinonenal’ in proteinlerin amino asit yan zircirleri ile reaksiyonlarl80

4-hidroksinonenal hiicrede enzimatik reaksiyonlar sonucu

oksido/reduksiyona ugrayarak veya glutatyonla konjugat olusturarak

hicrede daha az toksik veya reaktivitesi ¢cok daha dusik Urunlere

donlstirilerek detoksifiye edilmeye calisilir 2. (Sekil 9) 4-hidroksinonenal
mitokondriyal aldehit dehidrogenaz (ADHZ2) tarafindan NAD-bagiml

oksidasyon ile 4-hidroksinon-2-enoik asit’ e dénusturular. Bu Grin Michael

reaksiyonuna katilamaz ve 4-hidroksinonenal’ e goére reaktivitesi oldukca

dusuktar. Ayrica 4- hidroksinonenal birka¢g enzim tarafindan indirgenerek

daha dusuk reaktiviteye sahip drunlere donasturaltr. Aldehit reduktaz
(AKR1A1l), aldoz rediktaz (AKR1B1) ve AKR1C alt enzim ailesi enzimleri

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

olmayan 1,4-dihidroksi-2-nonene formuna donigumunu saglar.

Glutatyon 4-hidroksinonenal ile Michael reaksiyonuna girer

ve bu

reaksiyon glutatyon-S-transferaz tarafindan

katalizlenir. 4-
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hidroksinonenal’ in glutatyonla enzimatik olmayan reaksiyonuna kiyasla,

glutatyon-S-transferaz bu reaksiyonu yaklasik 600 kat hizlandirir.

Son yillarda yapilan galigmalara gore 4-hidroksinonenal’ in
yapisindaki C=C bagi alkenal/one oksidoreduktaz tarafindan indirgenerek
4-hidroksinonanal’ e donuasturulir. 4- hidroksinonanal ise hizla laktol

formuna doénusur ve bdylece serbest aldehit grubu kapatilmis olur.

Bir diger o6nemli nokta son yillarda yapilan c¢alismalar
hiicrede 4-hidroksinonenal’ in gogunun glutatyon konjugati seklinde saf
digi  birakildigini  gostermektedir. Bdylece 4-hidroksinonenal-HNE
konjugati da MRP2 ve RLIP76 gibi hicre zari transport proteini ile hicre
disina atilarak uzaklastirilir ”°.
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Sekil 9: 4-hidroksinonenal’ in biyotransformasyonunu gdsteren reaksiyonlar (A) 4-
hidroksinonenal’ in ADH2 ile oksidasyonu, (B) 4-hidroksinonenal’ in kendiliginden
veya GST aracili glutatyon ile konjugasyonu, (C) 4-hidroksinonenal’ in enzimatik
indirgenmesi ile 4-dihidroksi-2-nonene déniigiimii, (D) Alkenal/one oksidorediktaz
tarafindan 4-hidroksinonenal de C=C baginin indirgenmesi, (E) Aldoz rediiktaz
tarafinda GSH-HNE’ nin indirgenmesi, (F) Kendiliginden hemiasetal olusumu, (G)

Kendiliginden laktol olusumu, (H) 4-hidroksinonanal’ in indirgenmesi "®

2.5.1. 4-hidroksi-2-nonenal ve ER stres

29



4-hidroksinonenal hlcrede protein hasarini ve hatali
katlanmasini artirarak ER stresi baglatabilir[80]. (Sekil 10)

HATALI PROTEIN KATLANMASI

/ \ Keap 1
— ER STRES CEVABI IS SOK CEVABI Nrf2 salmimi

STRES KiNAZ AKTIVASYONU

APOTOZISDEDEGiSIM .-~

ANTIOKSIDAN
CEVAP /

l HASAR SINYALE
GEN IFADELENMESINDE DEGISiM
NUKLEUS

Sekil 10: 4-hidroksinonenal ve ER stres iligkisi ®°

4-hidroksinonenal’ in ER stres Uzerine etkisi ile ilgili ¢ok
fazlaca calisma olmasa da, West ve arkadaslari RKO Kkolerektal
karsinoma htcrelerinde 4-hidroksinonenal’ in protein hasarina baglh ER
stresi uyardigini gostermislerdir. Burada hipotez olarak 4-hidroksinonenal’
in hicre ici redoks dengesini degistirdigi, bu dedisimle birlikte protein
hasari gelistigi ve bu degisimin ER stres de dahil olmak Uzere birkag hucre
ici sinyal yolunu uyardidi fikri ortaya atilmistir. Ayni ¢calismada 60 uM 4-
hidroksinonenal uygulamasinin hucrelerde gen ifadelenmesi Gizerine etkisi

mikro array calismasi ile dlgiilmistir .
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Diger bir calismada alkolik karaciger hasari olugturulan
siganlarda lipit peroksidasyonu sonucu olusan 4-hidroksinonenal’ in 1s1 sok
protein 70 (Hsp70), Hsp90, Erk 1/2, Prx6 gibi hicresel proteinlere etki
etmis, bu proteinlerin hasari hlcrede, ATPaz protein katlanmasi ve
aktivitesinde bozulma, hatali disulfit koprisi olusmus proteinlerin
tamirinde fonksiyon bozukluklari, karaciger hucrelerinin yenilenmesinde
etkin Erk 1/2 proteininde baskilanmaya neden olmustur. Ayni ¢aligmada
Hsp70 ve Hsp90 proteinlerindeki degisimin ER stresi baglatabilecegi fikri

ortaya atilmistir 8.

HMEC-1 insan epitelyal hucreleri ile yapilan aterosiklerozis
modellemesinde 4-hidroksinonenal 20 uM konsantrasyonda hucrelerde
ER stres proteinlerini uyarmig, Irela ve elF2a’ nin fosforilasyonunu
artirmistir. Burada kullanilan 4-hidroksinenenal konsantrasyonu duguk
yogunluklu lipoprotein  (LDL) oksidasyonu sonucu olugan 4-
hidroksinonenal konsantrasyonu ile aynidir. Ayni g¢alismada 4-
hidroksinonenal hulcresel proteinlerin serbest amino gruplari ve tiyol

gruplarinda degisime neden olarak protein hasari olusturmustur 2,

Keith ve arkadaslari ¢alismalarinda vaskller diz kas ve
umblikal epitelyum hicrelerinde 4-hidroksinonenal’ in ER stresi uyardigi ve
UPR de gorevli proteinlerin fosforilasyonunu artirdigi gosterilmigtir. Toksik
aldehitlerin kalp dokusunda protein hasarina bagli ER stresi artirdigi, bu
durumda kardiyak iskemi-reperfuzyonun patogenezinde etkili olabilecegi

fikri ayni calismada ortaya atilmistir &,
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2.5.2. 4-hidroksinonenal ve apoptozis

1980 lerin basinsa 4-hidroksinonenal’ in hiicre buyimesi ve
farklilagsmasi Uzerine etkileri yayinlanirken, daha sonraki ¢alismalarda 4-
hidroksinonenal’ in apoptotik etkisi, hicre buylimesi ve farkhlasmasi
tizerine  etkilerine ilave edildi ®. 4-hidroksinonenal fizyolojik
konsantrasyonlarda hucre fonksiyonlarinin dizenlenmesinde, c¢esitli
metabolik yollarin aktivasyonunda, ve bazi genlerin ifadelenme degisimine
neden olarak hucre ici sinyal molekulu olarak davranir. Ancak fizyolojik
doz asiminda hucrelerde toksiktir ve apoptozisin baslatiimasinda ve
ilerleyisinde etkilidir (Sekil 11).
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Sekil 11: 4-hidroksinonenal ve apoptozis iliskisi **

4-hidroksinonenal’ in doz bagimh tim vicuttaki etkisi tam
olarak acik degildir. CUnkU ¢alismalar genellikle htcre kultirt deneyleri ile
sinirh kalmistir.  Saglikli insan plazmasinda 0.3-0.7 uM 4-hidroksinonenal
Olculmustur. Ancak oksidatif stres durumunda bu seviye 10 kat kadar

artmistir &,
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4-hidroksinonenal hiicrede membran reseptor proteinleri ile
iligkilidir. 4-hidroksinonenal hicre zarinda endotelyal blyime faktoru
(EGFR) trozin kinaz domain’ ine baglanarak EGFR-Sch-ERK kaskadininin
aktivasyonunu engeller. Ayni zamanda 4-hidroksinonenal hicre ici
glutatyon deposunun tuketilmesine neden olarak proapoptotik sinyali
baglatir. Bu sinyal Fas bagimsiz kaspaz 8, kaspaz 9 ve kaspaz 3
proteinlerinin aktivasyonu ile saglanir. 4-hidroksinonenal hiicrede kapsaz
kaskadini  baslatirken ayni zamanda anti-apoptotik proteinlerinde
baskilanmasina neden olur. 4-hidroksinonenal sadece hiicre membran
reseptorleri ile iligkili degildir ayni zamanda apoptozisin dlizenlenmesinde

ve ilerleyisinde gérev alan diger proteinlerle de iliskilidir 2°.

4-hidroksinonenal  yuksek  konsantrasyonlarda  hucre
farklilasmasi ve apoptozisde etkili olmustur. Kimi zaman bu etkisini,
adenilat siklaz, JNK, protein kinaz C, ve kaspaz 3 ile ilgili sinyal yollarini
etkileyerek gergeklestirmigtir. Bununla birlikte diguk dozlrda aortik duz kas
hiicreleri ve eritroblostoid I6semi hucrelerinde proliferasyonu artirmigtir. Bu
durumda 4-hidroksinonenal icin olduk¢a dar fizyolojik konsantrasyon
degeri belirlenmis ve bu deger asildigi zaman hicre farkllasmasi ve
apoptozisin gergeklestigi vurgulanmistir. Dasuk dozlarda proliferasyonu
artirici etkisi 4-hidroksinonenal’ in glutatyon-s-transferaz tarafindan toksik

etkisinin bertaraf edilerek gerceklestigi savunulmustur &’

K562 (insan miyoloid l|6semi) hicrelerinde 1-10 upM
konsantrasyonda 4-hidroksinonenal hicre buyumesi ve farklilasmasini
baskilamistir. Yine ayni doz 4-hidroksinonenal uygulamasi HL 60
(promiyolositik 16semi) hucrelerinde hucre proliferasyonunu baskilamistir.

4-hidroksinonenal’ in bu etkisi hiicre tipine bagli olarak degiskendir .

4-hidroksinonenal’in etkisinin bertaraf edilmesi ¢ogunlukla
glutatyon-S-transferaz aktivitesine baglidir. Hicrede GST aktivitesi veya
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HNE-GSH konjugatinin hucre disina atilmasinda etken hucre zari
transport proteinleri baskilandiginda hlcrede 4-hidroksinonenal’ in

apoptozise neden oldugu gdsterilmistir &°.

4-hidroksinonenal kortikal noronlarda aktivator protein 1’ in
DNA ya baglanmasini artirarak apoptozisi hizlandirmistir. Ayni ¢alismada
4-hidroksinonenal JNK fosforolasyonunda artig, kalsiyumun mitokondriye
girisinin  baskilanmasina bagli membran potansiyelinde bozulma ve
kaspaz aktivasyonuna neden olmustur. Burada 4-hidroksinonenal
transkripsiyon dlzeyinde degisime neden olarak hicre olumadnd
etkilemistir. Boylece gerek saglikli gerekse noérodejeneratif hicrelerde 4-

hidroksinonenal’ in apoptozis iizerine etkisi hiicre igi diizeyine baghdir .

4-hidroksinonenal 10 pM dozda insan lenfoblastik l6semi
hicrelerinde apoptozisi uyarirken ilging olarak saglkh Iokositlerde
apoptozis ancak 15 kat ylksek konsantrasyonda apoptozisi uyarmistir.
Burada 4-hidroksinonenal kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonuna
bagll olarak apoptozisi uyarmistir. Kaspaz 2 baslangigta yer alan
kaspazdir, gerek direkt gerekse kaspaz 8 aracili kaspaz 3’ Un

uyariimasinda etkili proteindir **.

Diger yandan hucrede apoptozisin uyariimasi c-myc
ifadelenmesinin artiginda, bazi hucreler de ise azalisina baglidir. 4-
hidroksinonenal lenfoblastik hiicrelerde c-myc ifadelenmesini azaltmistir.
Ayni calismasinda kaspaz kaskadi baslamis ve hucreler apoptozise
yonelmigtir. Bu da 4-hidroksinonenal’ in c-myc aracili pro-apoptotik etkisini
ortaya koymustur. Ayni  konsantrasyonda 4-hidroksinonenal’ in
monositlerde apoptozise neden olmadigi gosterilmistir. Boylece 4-
hidroksinonenal’ in l6semide kemoterdpatik olarak kullanilabilecegi fikri
ortaya atilmigtir. 4-hidroksinonenal ayrica HL 60 hucrelerinde c-myc ve c-
myb genlerinde degisime neden olarak bu hucrelerde hicre dongusunu
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yavaglatmistir. Ayrica hucre dongusu ile iligkili proteinler siklin, siklin
bagimli kinaz ve kinazlarin inhibitérleri 4- hidroksinonenal’ den
etkilenmigtir. 4-hidroksinonenal birgcok timoér hicre hattinda hicre

bslinmesini engellemis ve apoptozisi artirmistir %.

Osteosarkoma hicrelerinde 24 saat icersinde sitokrom c
salinimini artirmis ve kaspaz kaskadini uyararak apoptozise neden

olmustur .

PPAR-B/d reseptr super ailesinin ligandlari birgok hicrede
apoptozise neden olur. 4-hidroksinonenal PPAR-B/d reseptor ligandlarina

benzer etki gdstermistir **.

4-hidroksinonenal mitojen ile aktive edilen protein kinaz
sistemini uyararak aktivator protein 1 ' in (AP 1) DNA ya baglanmasini
uyarir. Ayni zamanda 4-hidroksinonenal JNK sinyal yolu ile de AP1’ in

uyariimasini saglar *.
4-hidroksinonenal’ in apoptozis Uzerine etkisi gogunlukla

tumor hdcreleri Uzerinde cgalisiimisken saglikh hucrelerle galigsmalar her

gegen gun artmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim dali arastirma laboratuari ve hlcre kultlirt ¢calismalari icin Tibbi
Farmakoloji laboratuarinin imkanlari kullanilarak tamamlanmistir. Calisma
Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (01/2010-52)
tarafindan desteklenmistir.

Calismada kullanilan rat pankreatik beta hiicre (INS-1) hatti isvigre
Geneva Universitesi Tip Fakultesi Hicre fizyolojisi ve metabolizmasi
laboratuvarindan (Pierre Maechler PhD.) gonderilmigtir.

Hucreler 37 °C sicaklikta, % 5 karbondioksit iceren steril
inkUbatorde kulture edildi. Hucreler; 30 dakika 55 °C sicaklikda isil iglemle
inaktive edilmis % 10 fetal sigir serum (Gibco, Invitrogen), 100 U/mL
penisilin (Gibco, Invitrogen), 100 ug/mL streptomisin (Gibco, Invitrogen), 2
mM glutamin (Gibco, Invitrogen), 1 mM sodyum pirivat (Gibco,
Invitrogen), 10 mM HEPES (Gibco, Invitrogen), 50 uM 2-merkaptoetanol
(Sigma Aldrich) iceren RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen) besiyerinde kultire
edildi. Hucreler 25 cm? kiltir kabinda kiiltiire edildi ve 0.25%
Tripsin/EDTA (Gibco, Invitrogen) yardimiyla kultir kabi tabanindan
koparilip bir baska kultur kabina pasajlandi. Tum deneyler pasaj numarasi
54-60 arasi hucrelerde tamamlandi.

3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar

Hermle z 323 K sogutmali santrifQj
Edmund Buhler KL-2 c¢alkalayici

Bandelin sonopuls sonikator

Biorad protean tetra cell elektroforez tanki
Biorad protean tetra blotting modula
Biorad powerpac universial gu¢ kaynagi
Sanyo karbondioksitli inktibator
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Nuve steril kabin

Molecular devices M3 mikroplaka okuyucu
Biotek ELX 50 mikroplaka yikayici

Sanyo -80 °C 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-diphenyltetrazolium bromide) deneyi ile dlcimi

MTT deneyi canli hicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu sari
renkli ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)’ in
indirgenerek mor formazan kristaline donustirilmesi prensibine dayanir.
4-hidroksinonenal’in sitotoksik etkisi Janjic ve arkadaslarinin tarif ettigi
yonteme gore Olculdu. 96 kuyucuklu kaltur kabina kuyucuk basina 30.000
hicre 200 ul RPMI-1640 besiyeri igersinde ekildi. Hucrelerin kaltlr kabi
tabanina tutunmalari igin 24 saat karbondioksitli steril etiivde inklibe edildi.
24 saat sonunda kuyucuklardaki besi yeri atildi ve 0, 1, 5, 10, 25, 50
pmol/L konsantrasyonlarda 4-hidroksinonenal iceren besiyeri eklendi. 4-
hidroksinonenal iceren besi yeri (Fenol kirmizisi icermeyen RPMI-1640) ile
hicreler 1 saat inkibe edildi. 1 saat sonunda 4-hidroksinonenal iceren
besi vyeri atildi ve fenol kirmizisi icermeyen taze besiyeri (4-
hidroksinonenal icermeyen) eklendi. Taze besi yeri eklendikten hemen
sonra 10 pl MTT soliisyonu (5 mg/ml distile suda ¢6zildi.) kuyucuklara
pipetlendi ve 4 saat inkibasyona birakildi. Stre sonunda olugan formazan
kristalleri besiyeri atildiktan sonra 100 ul dimetilstlfoksit eklenerek ¢ézinur
hale getirildi. Kuyucuklarda olusan mor rengin optik yogunlugu 570 nm de

mikroplaka okuyucuda élguldi .
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3.2.2. 4-Hidroksinonenal’ in insulin saliveriimesi Uzerine etkisinin ELISA

yontemi ile 6lcimi

24 kuyucuklu kultir kabina kuyucuk bagina 500.000 hiucre 200 pl
RPMI-1640 besiyeri icersinde ekildi. Hucrelerin kuiltur kabi tabanina
tutunmalari igin 24 saat karbondioksitli steril etiivde inkiibe edildi. 24 saat
sonunda kuyucuklardaki besi yeri atildi ve 0, 1, 25, 50 umol/L
konsantrasyonlarda 4-hidroksinonenal iceren steril KREBS soltsyonu (115
mM NaCl, 5.9 mM KCI, 1.2 mM MgCl;, 1.2 mM NaH,PO4, 1.2 mM
Na,S0O4, 25 mM CaCl,, 25 mM NaHCOj;, pH 7.4) eklendi. 4-
hidroksinonenal iceren KREBS solusyonu ile hiicreler 1 saat inktibe edildi.
1 saat sonunda 4-hidroksinonenal iceren KREBS sollisyonu
kuyucuklardan atildi ve yerine bazal insulin saliveriimesi i¢in 2.8 mmol/L
glukoz iceren, indiklenmis insulin saliveriimesini saglamak igin ise 16.7
mmol/L glukoz iceren KREBS soluyonlari kuyucuklara eklendi ve 2 saat
insulin saliverilmesi igin inkibe edildi. Sure sonunda ust sivilar toplandi.
100 kat KREBS solusyonunda dilue edilen ust sivilarda insulin duzeyleri
ELISA kiti (Millipore Insulin ELISA kit) kullanilarak élguldd.

3.2.3. 4-Hidroksinonenal’ in detoksifikasyon enzimleri, endoplazmik

retikulum stres ve apoptozisle iliskili proteinler lizerine etkisinin Western

blot yontemi ile 8lcimu

Pankreatik beta hiicreleri, 2.000.000 hiicre 25 cm?® hiicre kiiltiir
kabina 5 ml RPMI-1640 besiyeri igersinde ekildi. Hucrelerin kultur kabi
tabanina tutunmalari igin 24 saat karbondioksitli steril etiivde inklibe edildi.
24 saat sonunda kultlr kaplarindaki besi yeri atildi ve 0, 1, 25, 50 pmol/L
konsantrasyonlarda 4-hidroksinonenal iceren besiyeri eklendi. 4-
hidroksinonenal iceren besi yeri (Fenol kirmizisi icermeyen RPMI-1640) ile
hicreler 1 saat inkibe edildi. 1 saat sonunda besi yeri atildi ve protein

izolasyonu ic¢in kultir kabina 500 ml proteaz inhibitor (Santa cruz tablet)
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karigimi ve protein fosfataz inhibitort (Roche tablet, USA) karigsimi igeren
hicre lizis solisyonu eklendi. Lizis tamponu ile hicreler kaziyici yardimi
ile toplandi. 5 dakika buz Uzerinde bekletilen hicreler 20 saniye sonike
edildikten sonra 10000 rpm +4 °C de 10 dakika santrifij edildi ve
supernatanda BCA (Bisinkoninik asit, Pierce) protein tayin kiti kullanilarak

protein miktari olculdu.

Protein  drnekleri yikleme tamponu icersinde 5 dakika
kaynatildiktan sonra kuyucuklarda 35 pg protein olacak sekilde % 5
paketleyici, % 12 ayirici sodyum dedosil sulfat iceren poliakrilamid jele
yuklenerek 200 volt da yaklasik 60-75 dk elektroforez edildi. Elektroforez
ile molekuler agirliklarina gore ayrilan proteinler 90 dakika 200 mAmp
sabit akima tabi tutulup % 20 metanol igceren transfer tampon igersinde

PVDF (0.22 um Poliviniliden florid) membrana transfer edildi.

Membran bloklama solUsyonu ile 1 saat g¢alkalayicida inkibe edildi.
Sut tozu ile bloklama islemi tamamlanan membran 3 kez 10 dakika TBST
ile yikandiktan sonra 10 ml primer antikor ile gece boyu +4 °C de

inkiibasyona birakildi.

Primer antikorla immudn isaretlenen membranlar 3 kez TBST ile
yikandiktan sonra 2 saat oda sicakliginda 10 ml HRP (Horse radish

peroksidaz) isaretli sekonder antikorla inkiibasyona birakildi.

Sekonder isaretlemeden sonra membran 2 kez TBST 1 kez TBS ile
yikandiktan sonra 10 ml ECL (Kemiluminesans reaktif) icersine atildi ve
membrandan gelen sinyaller mavi tabanli X-ray filme yakilip developer ve

fiksatif ¢cozeltilerinde banyo edilerek gorindr hale getirildi.
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3.2.3.1. Western blot yonteminde kullanilan reaktifler

Hucre lizis solisyonu: 50mM Tris-HCI pH 7.4, 150mM NaCl, 1% NP40,
0.25% Na-deoksikolat

3X Yukleme tamponu: 2.4 ml 1M Tris-HCI, 3 ml % 20 SDS, 3 ml Gliserol,
1.6 ml B-merkaptoetanol, 0.006 Bromofenol mavisi toplam hacim 10 ml
olacak sekilde hazirlandi.

%5 luk paketleyici jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karigimi
(29/1), 1 M Tris HCI pH:6.8, % 10 Sodyum dedosil silfat (SDS), % 10

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

Tablo 1: % 5 Paketleyici jel icin kullunilan reaktifler ve miktarlari

% 5 Paketleyici Jel Toplam 4 Toplam 5 | Toplam 6
ml mi ml
Distile su 2.7 ml 3.4 ml 4.1 mi
% 30 Akrilamid karisimi 0.67 ml 0.83 ml 1ml

1.0 M Tris-HCI pH:6.8 0.5 mil 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 ayirici jel: Distile su, % 30 Akrilamid/bisakrilamid karigimi (29/1),
1.5 M Tris HCI pH:8.8, % 10 Sodyum dedosil silfat, % 10 Amonyum
persilfat, TEMED (Tetrametiletilendiamid) Tablo 2.

Tablo 2: % 12 ayirici jel igin kullunilan reaktifler ve miktarlari

% 12 Ayirici Jel Toplam 10 Toplam 15 Toplam 20
ml ml ml
Distile su 3.3 ml 5ml 6.6 ml
% 30 Akrilamid karigimi 4 ml 6 ml 8 ml
1.5 M Tris-HCI pH:8.8 2.5 ml 3.8 ml 5ml
% 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 yuritme tamponu: 30 gr Tris baz, 144 gr Glisin, 10 gr Sodyum
dedosil sulfat tartiip pH: 8.3 ayarlandiktan sonra 1 litreye distile su ile

tamamlandi.

Transfer tamponu: Sodyum dedosil silfat icermeyen, %20 metanol iceren
elektroforez yuritme tamponu

TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl pH: 7.4

TBST: % 0.1 Tween 20 iceren TBS

Bloklama soltisyonu: % 3 yagsiz sut tozu (Pierce) iceren TBST

3.2.3.2. Western blot yonteminde kullanilan primer ve sekonder

antikorlarin dilisyonlari

Hucrelerde protein ifadelenme diizeyleri dl¢ulirken western

blot yonteminde kullanilan antikorlar ve dilisyonlari Tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 3: Western blot yonteminde kullanilan antikorlar ve dilisyonlari

Antikor Dilusy Marka Sekonder Dilusyon Marka
on antikor
AKR1B1 1:1000 | Novus Biological Anti-Rabbit 1:1000 Cell signaling
GST Ya 1:1000 Abnova Anti-Mause 1:1000 Cell signaling
IRE-1 a 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 pg/ml Stressgen Anti-Rabbit 1:1000 Cell signaling
Kaspaz 3 1:1000 Stressgen Anti-Rabbit 1:1000 Cell signaling

3.3. istatistiksel analiz yontemleri

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SigmaStat 3,5 istatistik paket
programi ile yapilmistir. Degerlendirmede unpaired Student’s t testi
kullaniimistir. istatistiksel olarak p<0,05 anlamli kabul edilmistir. X-ray
filmde elde edilen protein band yogunluklari Image J programi kullanilarak

slculdi,
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4. BULGULAR

4.1. 4-hidroksinonenal’ in konsantrasyon ve zamana bagh sitotoksik
etkisi

Sigan pankreatik beta hucreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in
degisen dozlarina (0, 1, 5, 10, 25, 50 pmol/L) 60 dakika maruz birakildi. 4-
hidroksinonenal’ in 60 dakika sonunda hicre canlihidi Uzerine etkisi kontrol
grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler) ile
kiyaslandiginda 25 pmol/L ve 50 pmol/L 4-hidroksinonenal uygulanan

gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (Grafik 1).
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Grafik 1. 60 dakika 4-hidroksinonenal uygulanan sican pankreatik
beta hiicrelerinde (INS-1) hiicre canliigi *p<0.05 vs. Kontrol.

Sigan pankreatik beta hucreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in
degisen dozlarina (0, 1, 5, 10, 25, 50 ymol/L) 120 dakika maruz birakildi.
4- hidroksinonenal’ in 120 dakika sonunda hudcre canliigi Gzerine etkisi
kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hicreler) ile
kiyaslandiginda 10 umol/L, 25 pmol/L ve 50 pumol/L 4-hidroksinonenal
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir
(Grafik 2).
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Grafik 2: 120 dakika 4-hidroksinonenal uygulanan sigan pankreatik

beta hiicrelerinde hiicre canliigi *p<0.05 vs. Kontrol.

Sican pankreatik beta hicreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in
degisen dozlarina (0, 1, 5, 10, 25, 50 ymol/L) 180 dakika maruz birakildi.
4- hidroksinonenal’ in 180 dakika sonunda hicre canliigi Gzerine etkisi
kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hicreler) ile
kiyaslandiginda 5 pmol/L, 10 pmol/L, 25 pmol/L ve 50 pmol/L 4-
hidroksinonenal uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir (Grafik 3).
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Grafik 3: 180 dakika 4-hidroksinonenal uygulanan sigan pankreatik

beta hiicrelerinde hiicre canliigi *p<0.05 vs. Kontrol.
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4.2. 4-hidroksinonenal’ in insulin saliverilmesi lizerine etkisi

Sigan pankreatik beta hucreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in toksik
ve/veya toksik olmayan dozlarina (0, 1, 25, 50 ymol/L) 60 dakika maruz
birakildi. 4- hidroksinonenal’ in 60 dakika sonunda bazal (2.8 mmol/L
glukoz iceren besi yerine maruz birakilan hucreler) insulin saliverilmesi
Uzerine etkisi kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen
hacreler) ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (p=0.002) ve 50 pmol/L (p<0.001) 4-
hidroksinonenal uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir (Grafik 4). Bununla birlikte 25 pmol/L (p=0.418) 4-
hidroksinonenal  uygulanan  hicrelerde basal insulin  salinimi
degismemigtir.
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Grafik 4: 2.8 mmol/L glukoz iceren besi yerine maruz birakilan
hucrelerde bazal insulin saliverilmesi Uzerine 4-hidroksinonenal’ in
etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

4- hidroksinonenal’ in 60 dakika sonunda induklenmis (16.7
mmol/L glukoz igeren besi yerine maruz birakilan hucreler) insulin
saliverilmesi Uzerine etkisi kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal
icermeyen hucreler) ile kiyaslandiginda 50 pmol/L (p<0.001) 4-
hidroksinonenal uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede

azalmistir (Grafik 5). Bununla birlikte 1 pmol/L (p=0.738) ve 25 pmol/L
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(p=0.079) 4-hidroksinonenal uygulanan hucrelerde induklenmis insulin
salinimi degismemigtir.
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Grafik 5: 16.7 mmol/L glukoz iceren besi yerine maruz birakilan
hiucrelerde indiklenmis insulin  saliverilmesi Uzerine 4-

hidroksinonenal’ in etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

4.3. 4-hidroksinonenal’ in detoksifikasyonunda gorevli enzimlerin

protein ifadelenme duzeyleri

Sigan pankreatik beta hucreleri (INS-1) 4-hidroksinonenal’ in toksik
ve/veya toksik olmayan dozlarina (0, 1, 25, 50 ymol/L) 60 dakika maruz
birakildi. Sure sonunda elde edilen hicre lizatinda Aldoz Reduktaz 1B1
(AKR1B1) ve Glutatyon-S-Transferaz-Ya (GST-Ya) enzimlerinin protein
ifadelenmeleri western blot yontemi ile analiz edildi. Hedef protein

ifadelenme dizeyleri Beta-Tubilin ifadelenme dizeyleri ile normalize edildi.

4.3.1. 4-hidroksinonenal’ in AKR1B1 protein ifadelenme diizeyleri Gizerine

etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 4.09 kat
artis, p<0.001) ve 50 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 2.18 kat
artis, p=0.032) 4-hidroksinonenal uygulanan hticrelerde AKR1B1 dizeyleri
anlamli derecede artmistir. Bununla birlikte 25 pmol/L (Kontrol grubu
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hiicrelere kiyasla 1.29 kat artis, p=0.196) 4-hidroksinonenal uygulamasi
AKR1B1 duzeyini artirirken bu artis istatistiksel olarak anlamli dedgildir
Grafik 6.
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Grafik 6: INS-1 htcrelerinde 4-hidroksinonenal’ in AKR1B1 protein

ifadelenme dizeyleri tizerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

4.3.2. 4-hidroksinonenal’ in GST-Ya protein ifadelenme dizeyleri lizerine

etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 25 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.33 kat
artis, p=0.003) ve 50 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.31 kat
artis, p=0.006) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde GST-Ya dizeyleri
anlamli derecede artmistir. Bununla birlikte 1 pmol/L (Kontrol grubu

hucrelere kiyasla 0.89 kat azalig, p=0.092) 4-hidroksinonenal uygulamasi
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GST-Ya dizeyini artirrken bu artis istatistikse | olarak anlamh degildir
Grafik 7.
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Grafik 7: INS-1 hucrelerinde 4-hidroksinonenal’ in GST-Ya protein

ifadelenme duzeyleri Gzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

4.4. 4-hidroksinonenal’ in endoplazmik retikulum stres ve apoptozisle

iligkili proteinlerin ifadelenme diizeyleri lGizerine etkisi

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

ifadelenme diizeyleri lizerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.07 kat
artis, p=0.614), 25 pymol/L (Kontrol grubu hicrelere kiyasla degismemis,
p=1) ve 50 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.02 kat artis,
p=0.865) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde PERK protein
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ifadelenme duzeyleri istatistiksel olarak anlamli degisim gostermemistir.
Bununla birlikte kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen
hacreler) ile kiyaslandiginda 1 umol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla
2.01 kat artig, p=0.004), 25 umol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.82
kat artis, p=0.006) ve 50 ymol/L (Kontrol grubu hicrelere kiyasla 2.1 kat
artis, p=0.002) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde PERK

fosforilasyonu istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir. Grafik 8
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Grafik 8: INS-1 hicrelerinde 4-hidroksinonenal’ in PERK ve p-PERK

protein ifadelenme dlzeyleri Gizerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)
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4.4.2. 4-hidroksinonenal’ in IRE1a protein ifadelenme diizeyleri tUizerine

etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 50 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.82 kat
artis, p=0.009) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde IRE#& dizeyleri
anlamli derecede artmistir. Bununla birlikte 1 pmol/L (Kontrol grubu
hdcrelere kiyasla 0.81 kat azalig, p=0.255) ve 25 pymol/L (Kontrol grubu
hicrelere kiyasla 1.14 kat artis, p=0.408) 4-hidroksinonenal uygulamasi
IRE1a dizeyini degistirirken bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildir
Grafik 9.
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Grafik 9: INS-1 hucrelerinde 4-hidroksinonenal’ in IRE1l-a protein

ifadelenme diuzeyleri tizerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)
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4.4.3. 4-hidroksinonenal’ in p-JNK2 (c-Jun N-terminal kinazl) ve p-JNK1

(c-Jun N-terminal kinaz2) protein ifadelenme diizeyleri Gizerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 0.94 kat
artis, p=0.276), 25 pymol/L (Kontrol grubu hicrelere kiyasla 0.94 kat artis,
p=0.176) ve 50 umol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 0.99 kat artig,
p=0.884) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde p-JNK2 duzeyleri
anlamli derecede degismemigtir Sekil-10. Kontrol grubu (Besi yerinde 4-
hidroksinonenal igermeyen hucreler) ile kiyaslandiginda 25 pmol/L
(Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.25 kat artis, p<0.01) ve 50 pmol/L
(Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.24 kat artig, p<0.01) 4-hidroksinonenal
uygulanan hucrelerde p-JNK1 duzeyleri anlamli derecede artmistir.
Bununla birlikte 1 pmol/L (Kontrol grubu hicrelere kiyasla 1.04 kat azalis,
p=0.070) 4-hidroksinonenal uygulamasi p-JNK1 dizeyini artirirken bu artis
istatistiksel olarak anlamli degildir Grafik 10.

0 1 25 50
p-INK-2 (p54) —» ' ' u-
p-JNK-1 (p46) — - i
o

Fosfo-JNK2 ve Fosfo-JNK1 protein ifedelenmesi

[efelololololo/olololololele]
T Y Y A

(p-INK2/1)/(Beta-Tubulin)
0000000000 PE
OFRPNWHAUION0OORFRNW

0 1UMHNE 25 pMHNE 50 M HNE 0 1UMHNE 25 yMHNE 50 UM HNE

p-JNK2 p-JNK1

50



Grafik 10: INS-1 hicrelerinde 4-hidroksinonenal’ in JNK

fosforilasyonu tzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

4.4.4. 4-hidroksinonenal’ in JINK2 (c-Jun N-terminal kinazl) ve JNK1 (c-

Jun N-terminal kinaz?2) protein ifadelenme dizeyleri lizerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 50 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.12 kat
artis, p=0.042) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde JNK2 dizeyleri
anlamli derecede artmistir. Bununla birlikte 1 pmol/L (Kontrol grubu
hicrelere kiyasla 0.89 kat azalis, p=0.138) ve 1 pmol/L (Kontrol grubu
hicrelere kiyasla 1.01 kat artis, p=0.875) 4-hidroksinonenal uygulamasi
JNK2 dizeyini degistirmemistir Sekil-11. Kontrol grubu (Besi yerinde 4-
hidroksinonenal icermeyen hucreler) ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol
grubu hucrelere kiyasla 0.89 kat artis, p=0.019) 4-hidroksinonenal
uygulanan hucrelerde JNK1 duzeyleri anlamli derecede azalmistir.
Bununla birlikte 25 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.34 kat artis,
p<0.01) ve 50 umol/L (Kontrol grubu hicrelere kiyasla 1.35 kat artig,
p<0.01) 4-hidroksinonenal uygulamasi JNK2 duzeyini anlamli derecede
INK-2 (p54) —»

artirmistir Grafik 11.
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Grafik 11: INS-1 hucrelerinde 4-hidroksinonenal’ in JNK2 ve JNK1

protein ifadelenme dlzeyleri Gizerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

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

Uzerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 50 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1.57 kat
artis, p<0.001) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde Kaspaz 12
dizeyleri anlamli derecede artmistir. Bununla birlikte 1 umol/L (Kontrol
grubu hucrelere kiyasla 1.13 kat artis, p=135) ve 25 ymol/L (Kontrol grubu
hacrelere kiyasla 1.01 kat artis, p=839) 4-hidroksinonenal uygulamasi

Kaspaz 12 duzeyini anlamli derecede degistirmemistir Grafik 12.
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Grafik 12: INS-1 hicrelerinde 4-hidroksinonenal’ in Kaspaz 12 protein

ifadelenme dizeyleri Gzerine etkisi *p<0.05 vs. Kontrol (0)

4.4.6. 4-hidroksinonenal’ in GADD 153 (CHOP) protein ifadelenme

diuzeyleri Uizerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu htcrelere kiyasla 2.71 kat
artig, p<0.001), 25 pymol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 2.70 kat artis,
p<0.001) ve 50 umol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 2.22 kat artig,
p<0.001) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde GADD 153 (CHOP)

duzeyleri anlamh derecede artmlgtlr Grafik 13.
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Grafik 13: INS-1 hicrelerinde 4 hidroksinonenal’ in GADD 153 (CHOP)
protein ifadelenme dlzeyleri Gizerine etkisi *p< 0.05 vs. Kontrol (0)

4.5. Apoptozis ile iligkili proteinlerin ifadelenme diizeyleri

4.5.1. 4-hidroksinonenal’ in pro Kaspaz 9 ve aktif Kaspaz 9 protein

ifadelenme diizeyleri Uzerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu htcrelere kiyasla 0.82 kat
azalig, p=0.012), 25 umol/L (Kontrol grubu hicrelere kiyasla 1,19 kat artis,
p=0.030) ve 50 umol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1,20 kat artig,
p=0.026) 4-hidroksinonenal uygulanan htcrelerde pro kaspaz 9 protein

ifadelenme diuzeyleri anlamh derecede degismistir Grafik 14.

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1,37 kat
artig, p<0.001), 25 pymol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1,85 kat artis,
p<0,001) ve 50 umol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 2,46 kat artig,
p<0.001) 4-hidroksinonenal uygulanan hiicrelerde aktif kaspaz 9 protein

ifadelenme diuzeyleri anlamh derecede artmistir Grafik 14.
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Grafik 14: INS-1 htcrelerinde 4-hidroksinonenal’ in pro kaspaz 9 ve
aktif kaspaz 9 protein ifadelenme dizeyleri Gzerine etkisi. p<0.05 vs.
Kontrol (0)

4.5.2. 4-hidroksinonenal’ in pro Kaspaz 3 ve aktif Kaspaz 3 protein

ifadelenme diizeyleri Uzerine etkisi

Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu hucrelere kiyasla 0.98 kat
azahg, p=0,335) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde pro Kaspaz 3
dizeyleri anlamli dizeyde degismemistir. Bununla birlikte 25 umol/L
(Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1,49 kat artig, p<0.001) ve 50 pmol/L
(Kontrol grubu hicrelere kiyasla 1,94 kat artis, p<0.001) 4-hidroksinonenal
uygulanan hucrelerde pro kaspaz 3 protein ifadelenme dizeyleri anlamli

derecede artmistir Grafik 15.
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Kontrol grubu (Besi yerinde 4-hidroksinonenal icermeyen hucreler)
ile kiyaslandiginda 1 pmol/L (Kontrol grubu htcrelere kiyasla 0.95 kat
azals, p=0,431) 4-hidroksinonenal uygulanan hicrelerde aktif Kaspaz 3
duzeyleri anlamli duzeyde degismemistir. Bununla birlikte 25 pmol/L
(Kontrol grubu hucrelere kiyasla 1,96 kat artig, p<0.001) ve 50 pmol/L
(Kontrol grubu hticrelere kiyasla 2,23 kat artis, p<0.001) 4-hidroksinonenal
uygulanan hucrelerde aktif kaspaz 3 protein ifadelenme diizeyleri anlamli

derecede artmistir Grafik 15.
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Grafik 15: INS-1 hucrelerinde 4-hidroksinonelal’in prokaspaz 3 ve
aktif kaspaz 3 protein ifadelenme dlzeyleri Uzerine etkisi. * p<0,05 vs.
Kontrol (0)
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5. TARTISMA

Tip 2 diyabetin ilerleyiginde, pankreatik beta hucrelerinde
fonksiyon bozukluguna bagh azalmig insulin salgilanmasi hipergiliseminin
devamliligini saglar. Beta hucrelerinde geriye dontusumsiz bu tor
fonksiyon bozuklugu ¢ogu zaman glukoz toksisitesine bagl olup,
sonrasinda gelisen hiperglisemi oksidatif stresi tetiklemektedir ° 8. Kronik
hiperglisemi birgcok dokuda glikasyon reaksiyonlari sonucu reaktif oksijen
tirlerinin Uretimini artinr % 1%, Reaktif oksijen tiirleri dokularda protein
oksidasyonu, DNA oksidasyonu ve lipid peroksidasyonu sonugu olusan
artnlerin artisina neden olur. 4-hidroksi-2-alkenaller grubunda yer alan ve
hiicreler icin olduk¢a toksik olan 4-hidroksi-2-nonenal genellikle lipit
peroksidasyonu sonucu, okside c¢oklu doymamis yagd asitlerinin
fragmentasyonu sonucu olusur, oldukga elektrofiliktir ve nikleofilik protein
amino asit yan zincirleri ile reaksiyona girerek proteinlerin oksidasyonuna
hatta ayni zamanda yeni reaktif oksijen turlerinin olusumuna neden

olur 101,

Diyabetik surecte pankreatik beta hicreleri oksidatif stresin
hedefidir. 4-hidroksinonenenal bu slregte hizlica proteinlerle reaksiyona
girerek bu proteinlerde fonksiyon bozukluklarina hatta hatali katlanmaya
neden olmaktadir 8 %2, Daha énce yapilan calismada 4-hidroksinonenal
ile modifiye olmus proteinlerin Goto-Kagizaki turl siganlarin pankreatik
beta hiucrelerinde arttigi gosterilmigtir. Bu si¢canlar genellikle obez olmayan

tip 2 diyabetin modellenmesinde kullaniimaktadir 1> 1%,

Hiperglisemi sonu¢ olarak pankreatik beta hicrelerinde
oksidatif stresi tetiklemektedir. Boylece beta hicre fonksiyon bozukluguna
bagl olarak insulin sentezi ve salgilanmasi zarar gormektedir. Daha once
bircok calismada diger hucrelere kiyasla, pankreatik beta hicrelerinin

oldukga dusuk seviyede antioksidan savunma sistemine sahip olduklari
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vurgulanmistir. Bu durum pankreatik beta hucrelerini, lipid peroksidasyonu
sonucu olusan toksik aldehitlerin veya genel oksidatif stresin etkilerine

karsin hassas hale getirmektedir *°°.

4-hidroksinonenal fizyolojik sartlarda normal hicrelerde 0.8-
2.8 UM konsantrasyonlarda Uretilmektedir ve hicrelerde hiicrelerde sinyal
iletiminde goérev alan ikincil haberci olarak tanimlanmaktadir. Bununla
birlikte 10 uM-1000 pM arasi konsantrasyonlarda hucreler igin sitotoksiktir

ve birgok enzimatik sistemin baskilanmasinda etkilidir 1°° 197,

Bu baglamda, bizde c¢alismamizda 4-hidroksinonenal’ in
fizyolojik dozda ve kronik yiksek dozlarda (0-50 uM) zamana bagl olarak
(60-180 dakika) pankreatik beta hucrelerinde hucre canhligi Gzerine
etkisini dl¢tik. 4-hidroksinonenal INS-1 sigan pankreatik beta hicrelerinde
doza ve zamana bagl olarak hicre canlihgini azaltarak toksik etki
gOstermigtir. 4-hidroksinonenal degisen konsantrasyonlarda (0-50 pM) 1
saat inkiibasyon sonunda LDsg: 25-50 pM, 2 saat inkiibasyon sonunda
LDso: 10-25 uM, 3 saat inkiibasyon sonunda LDsp: 5-10 yM arasinda

slculdi,

4-hidroksinonenal in sitotoksik etkisi hicreden hicreye hatta
zamana bagl olarak degdismektedir. Daha dnceki ¢alismada, 0-30 uM 4-
hidroksinonenal uygulamasi aortik diiz kas hicrelerinde 24 saat sonunda
hicre canlihgini azaltmis LDsp: 10-15 yM arasinda belirlenmistir[108].
Diger yandan sicandan primer izole edilmis astrositlerde 4-hidroksinonenal
hicrelerde sitotoksik etki gostermis ve 3 saat inkibasyon sonunda LDsg:

25-50 pM arasinda olcllmuistir 1.
Numazawa ve arkadaslari galismalarinda pankreatik beta

hicrelerinin hepatoma ve fibroblastik hicrelere kiyasla 4-hidroksinonenal’

in sitotoksik etkisine karsin daha hassas oldugunu vurgulamis bu durumu
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da pankreatik beta hucrelerinin dusik antioksidan savunma sistemine
baglamislardir. Ayni ¢alismada 12 saat, 0-50 uM arasi dedisen dozlarda
4-hidroksinonenal inkiibasyonunun hepatoma ve fibroblastik hicrelerde
hemen hemen hig¢ sitotoksik etki gostermezken hemster pankreatik beta
hiicrelerinde LDsp: 41.2 yM, sigcan pankreatik beta hucreleri igin LDsg: 26.3
UM olarak odlgilmistir *°. Ayni zamanda bu calismaya kiyasla INS-1
hicrelerinin, 4-hidroksinonenal’ in sitotoksik etkisine diger pankreatik beta

hicre hatlarina kiyasla daha hassas olduklari gorilmektedir.

4-hidroksinonenal’ in sitotoksik etkisine karsin hucrelerde
antioksidan savunma sisteminin yaninda enzimatik detoksifikasyon
sistemleri de yer almaktadir. Hicrede 4-hidroksinonenal’ in reaktif
olmayan formu veya daha az toksik drUnlere donusumunu saglayan
baslica ¢ enzimatik sistem tanimlanmistir. Bunlar aldoz rediktaz **°

Glutatyon-S-transferaz *'* ve aldehit dehidrogenaz *? enzimleridir.

Daha o©nce vyapilan c¢aligmalarin sonuglarina gore; 4-
hidroksinonenal hucrelerde transkripsiyon faktéri Nrf2 aracili antioksidan
cevap sistemi aktive eder. Eksojen uygulanan 4-hidroksinonenal
hucrelerde stres olmayan kosullarda Nrf2 transkripsiyon faktorune bagh
olan ve bu protein’ in inhibitdrid olarak bilinen Keapl' in Nrf2 den
ayrilmasini saglar ve bdylece Nrf2 aktif hale gelir. Aktif Nrf2 hicrelerde
basta glutatyon-s-transferaz ve aldoz rediktaz izoformlari olmak Uzere
hemoksijenaz-1, glutamat sistein ligaz modifiye edici alt Unite, tiyoredoksin
reduktaz-1 gibi birgok antioksidan ve detoksifiye edici proteinin ifadelenme
seviyelerini duzenler. Ayrica glutamat sistein ligaz modifiye edici alt Unite
proteini hucre ici glutatyon dizeylerini artirarak eksojen uygulanan veya
patolojik kosullarda artan 4-hidroksinonenal’ in ortadan kaldiriimasi igin
miicadelede etkin rol oynar .

4-hidroksinonenal hicrede ¢ogunlukla glutatyon-S-

transferaz katalizérligliinde glutatyonla konjege edilir. Bu konjugat (GS-
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HNE) hicrede okside edilerek merkaptourik asite veya aldoz rediktaz
tarafindan konjugatin aldehit grubu uygun alkole indirgenerek daha az
reaktif veya toksik olmayan forma donusturilir. GS-HNE hicreden ATP
bagimli hiicre zari proteini RLIP76 aracili ekstraseliller ortama atilir **2,
Gen aktarimi ile glutatyon-S-transferaz proteinini ytksek dizeyde
sentezleyen hucrelerde 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisinin azaldigi,
bdylece bu proteinin 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisine karsi koruyucu

olabilecegi gésterilmistir % *°

. Ayrica siRNA teknolojisi kullanilarak
glutatyon-S-transferaz  proteininin  transkripsiyon dizeyinde sentezi
baskilanmis hucrelerde 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisinin normal
hicrelere kiyasla daha fazla oldugu ve enzimin koruyucu oldugu

vurgulanmistir 1

. 4-hidroksinonenal yuksek konsantrasyonlarda cesitli
hicre tipilerinde glutatyon-S-transferaz mRNA dizeylerini, protein
ifadelenmesini ve enzim aktivitesini artirmistir. *****°. Bu durum genellikle
hicrelerin  oksidatif strese adaptasyon amacgh savunma veya
detoksifikasyon mekenizmasini harekete gecirmesi olarak
aciklanmaktadir. Bizde galismamizda pankreatik beta hicrelerinde yuksek
doz (25 uM ve 50 pM ) 4-hidroksinonenal uygulamasinin glutatyon-S-
transferaz protein ifadelenmesini istatistiksel olarak anlamli dizeyde
artirdigini gosterdik. Burada glutatyon-s-transferaz protein ifadelenmesi

oksidatif strese uyum veya cevap olarak hucrelerde artmig olabilir.

Aldo-keto reduktaz sUper ailesinin Qyeleri, baslica
ksenobiyotik detoksifikasyonu, hiicrede ozmotik regulasyon, hormonal
metabolizma ve diyabetik komplikasyonlarda olduk¢ca Onemlidir. Aldoz
rediktaz 1B1 ve 1B10 proteinleri monomerik yapida NADPH-bagiml
enzim olup ksenobiyotiklerin veya elektrofilik aldehitlerin reaktif karbonil
grubunun uygun alkol grubuna indirgenmesini saglar. Boylece olusan yeni
irin daha az toksik veya reaktivitesi oldukca disiktir *?°. Cesitli
hicrelerde, aldoz reduktaz’ in 4-hidroksinonenal’ in toksik etkisine karsi

koruyucu olabilecegini gdsteren bircok calisma yapilmistir. Ancak aldoz
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reduktaz 1B1 protein ifadelenmesinin fizyolojik veya patolojik dozlarda 4-
hidroksinonenal uygulamasindan sonra pankreatik beta hucrelerindeki
degisimi daha oOnce gosteriimemistir. Bu calismada 4-hidroksinonenal
uygulamasi fizyolojik dozda (1 yuM) hicrede aldoz rediktaz 1B1 protein
ifadelenmesini anlamli derecede artirmistir. Bu artis duslUk dozda
uygulanan 4-hidroksinonenal’ in detoksifiye edilebilmesi ve hicrenin
hayatta kalabilmeleri igin geligtirdigi cevap mekanizmasi olarak
aciklanabilir. Aldoz reduktaz 1B1 pankreatik beta hicrelerinde 4-
hidroksinonenal’ in toksik etkisine karsi koruyucu enzim olabilir. Bununla
birlikte pankreatik beta hicrelerinde glukotoksik ve glukolipotoksik
kosullarda karbonil rediktaz 1 enziminin gen aktarimi ile ifadelenmesinin
artirildigi hucrelerde lipit peroksidasyonu sonucu olugan 4-hidroksinonenal
ve malondialdehit dizeylerinin yabanil tip kontrol hicrelerine gore anlaml
derecede azaltildigi gosterilmisti.  Ayni  c¢alismada ayni enzim,
transkripsiyon duzeyinde baskilandigi zaman hicrelerde olusan lipit
peroksidasyon urunu toksik aldehitlerin dizeyleri anlamli derecede
artmigtir. Boylece bu calismada elektrofilik karbonil bilesiklerinin reaktif

aldehit grubunu indirgeyen enzimlerin koruyucu etkisi vurgulanmistir *2*.

Pankreatik adacik hucrelerinin 36 saat, 11 mM glukoz
varliginda RPMI-1640 besiyerinde inkiibasyonu sonucu hucrelerde
Uretilen 4-hidroksinonenal miktari 0.07 pmol/adacik olarak olgulmustir.
Bu d6lcume gore adaciklarda 4-hidroksinonenal miktari yaklasik olarak 23-
35 umol/l (sigan adaciklarinin hacmi 2-3 nl olarak kabul edilmigtir.) olarak
hesaplanmigtir. Ayni galisma 4-hidroksinonenal’ in dokulardaki dtzeyinin
normal dokularla kiyaslandiginda diyabetik dokularda artabilecegi
vurgulanmistir. Ayrica pankreatik adacik hdcrelerinde 1-10 uM  4-
hidroksinonenal’ in insulin salgilanmasini azalttigi gosterilmistir. 4-
hidroksinonenal insilin  salgilanmasini  diger toksik aldehitlere (
malondialdehit 10-50 uM, pentanal 50-200 uM ) kiyasla daha dusuk

konsantrasyonlarda baskilamistir 2% 22,
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INS-1 hcrelerinde 1 saat, 50 uM 4-hidroksinonenal
uygulamasi gerek bazal gerekse (glukozla tetiklenen insulin
salgilanmasini anlamli derecede azaltmistir. Bununla birlikte 1-25 uM 4-
hidroksinonenal uygulamasi ayni hicrelerde insulin salgilanmasi Uzerine

etkili olmamistir.

Miwa ve arkadaslarinin pankreatik adacik hucreleriyle
yaptiklari ¢alismanin sonucuna gore 50 ve 100 uM 4-hidroksinonenal
uygulamasi 1 saat sonunda anlamli derecede insulin salgilanmasini
azaltmistir. Ayni calismada 25 uM 4-hidroksinonenal uygulamasi insulin
salgilanmasinda degisime neden olmamigtir. Ayni zamanda diger toksik
aldehitlerin ( 2-butenal, 2-hekzenal, 2-oktenal ) insulin salgilanmasini
azalttigr gosterilmigtir. Buna ek olarak ketoizokaproik asit ile tetiklenen
insulin salgilanmasi Gzerine 100 uM 4-hidroksinonenal uygulamasinin
baskilayici etkisi de gOsterilmigtir. Tum bu c¢aligsmalar ve bizim
calismamizin sonuglarina goére 4-hidroksinonenal pankreatik adacik ve
beta hlcrelerinde yuksek dozlarda insulin salgilanmasini

baskilamaktadir 23,

Lipit peroksidasyon drunu toksik aldehitler dolasim
sisteminde bircok proteinle Michael reaksiyonuna girerek proteinlerin
biyolojik aktivitelerini etkilemektedir. Bu kapsamda rekombinant insan
insulin proteini ile 4-hidroksinonenal’ in reaksiyonu ile olugsan Michael
artnlerinin insulin’ in biyolojik fonksiyonunu olumsuz etkiledigi gosterilmis,
bu durumun da insulin direncinin patogenezinde etkili olabilecegi
vurgulanmistir 24,

Birgok hastaligin patogenezinde, lipit peroksidasyon uUrunu
toksik aldehitler aracili sinyal iletimindeki bozukluklar oldukga onemlidir.
Dokular veya hucreler arasinda kolaylikla difflize olabilen veya zara bagl

toksik aldehitler hlcrelerde DNA veya proteinlerin  modifikasyonu,
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antioksidan cevap, Isi-sok protein cevabi, endoplazmik retikulum stres ve

apoptozis gibi sinyal yollarini harekete gegirebilir *2°.

Hucrelere eksojen uygulanan 4-hidroksinonenal direkt olarak
proteinlerle ¢apraz baglanmalara neden olarak bu proteinlerin hatali
katlanmasini  veya uygun  katlanamamasini  saglar. Protein-
Hidroksinonenal Urlnleri hucrelerde hizlica 1si-sok protein cevabini
baglatir. Boylece hasarli proteinler hizlica saperonlar tarafindan proteolitik
olarak ortadan kaldirnimaya caligiir. Fakat hucre igersinde saperonlar
tarafindan temizlenemeyecek kadar artmis hasarli veya hatali katlanmis
proteinler endoplazmik retikulum stresi baslatir. Endoplazmik retikulum
stres hdcre oOlumu veya canliigin devam ettiriimesinde duzenleyici
mekanizmalara sahiptir. BOylece endoplazmik retikulum stres sensor
proteinleri harekete gecirilerek hatali katlanmis proteinlerin tamir edilmesi
veya ortadan kaldiriimasi igin gerekli proteinlerin veya saperonlarin

sentezi hizlandirilir & 126,

4- hidroksinonenal pankreatik beta hicrelerinde (INS-1)
fizyolojik dozun Uzerinde toksik dozlarda endoplazmik retikulum stresi
uyarmistir. Burada 4-hidroksinonenal PERK fosforilasyonu ve IRE1-a nin

ifadelenme duzeylerini artirmigtir.

Daha onceki yapilan c¢aligmada 4-hidroksinonenal hicre
icersinde protein hasarina bagli endoplazmik retikulum stresi uyarmistir.
Ozellikle kolon kanseri hiicre hattinda 60 uM 4-hidroksinonenal
endoplazmik retikulum stres saperonlarinin ifadelenme duzeylerini
artirmistir .

Ayrica Keith ve arkadaslarinin deney sonuglarina goére 4-
hidroksinonenal kardiyomiyosit, diiz kas ve endotel hiicrelerinde PERK ve
elF2-a nin fosforilasyonunu artirarak endoplazmik retikulumda strese

neden olmustur &.
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Bir baska calismada 4-hidroksinonenal insan mikrovaskuler
endotel hucrelerinde PERK ve IRE1l-a fosforilasyonunu artirarak

endoplazmik retikulum stresi uyarmistir **”.

Tum bu calismalar ve bizim deney sonuglarimiza gore reaktif
4-hidroksinonenal hucrelerde endoplazmik retikulum aracili stresin

tetiklenmesinde oldukca dnemlidir.

Endoplazmik retikulum stres htcrelerde hatali proteinlerin
uzaklastirlmasinda ve hucre Olumunin engellenmesinde etkin
mekanizmadir. Ancak uzamig veya engellenemeyen endoplazmik
retikulum stres hlcrelerde apoptotik hiicre 6luminin gergceklesmesinde de

etkin mekanizmadir.

Daha onceki yapilan c¢alismalarin sonuglarina goére 4-
hidroksinonenal hiicrelerde stresle aktive edilen protein kinaz sistemlerini
uyarmistir. p38 ve JNK gibi stresle aktive olan protein kinazlar 4-
hidroksinonenal aracili apoptozisin uyarilmasinda oldukga etkili rollere
sahiptir[128]. Ayrica uzamis endoplazmik retikulum stres hucrelerde
pPERK/CHOP ve kazpaz 12 gibi protein sistemlerinin de aktivasyonuna
neden olarak apoptozisi baglatir. CHOP proteini transkripsiyon duzeyinde
proapoptotik genlerin ifadelenme dizeylerini artirirken anti-apoptotik Bcl-2

protein diizeylerini azaltarak apoptozisi uyarir **°.

Hucrede endoplazmik retikulum stres aracili apoptozis ayni
zamanda IRE1-a/JNK sisteminin uyarilmasi ile baglatilir. IRE1-a nin uzun
sureli uyarilmasi veya ifadelenme duzeyinin artmasi JNK proteininin

fosforilasyonuna bagli uyariimasini saglar **°.
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INS-1 htcrelerinde 4-hidroksinonenal endoplazmik retikulum
stres aracili apoptozisin belirtecleri olarak bilinen PERK/CHOP, kaspaz 12

ve IRE1-a/JNK sistemlerinin aktivasyonuna neden olmustur.

4-hidroksinonenal ayni zamanda hucrelerde stres cevap
elementi (SRE) ve AP-1 aktivitesini artinr. JNK veya p38 gibi kinaz
sistemlerinin kronik aktivasyonu mitokondriyal gegirgenligin bozulmasinda

ve mitokondri aracili apoptozisin baslatiimasinda etkin olabilir ***.

4-hidroksinonenal insan lens epitelyal, retinal pigment
epitelyal ve jurkat hicrelerinde, hicre o6liumini indukleyen sinyal
kompleksi bilesenleri olarak bilinen FAS-L/FADD/prokaspaz-8 den
bagimsiz olarak apoptozisi tetiklemistir[132]. Bununla birlikte 4-
hidroksinonenal Daxx proteininin cekirdekten stoplazmaya gecip FAS
proteinine baglanarak apoptozisin sinirlandiriimasini  saglamistir. Bu
mekanizma da hucrenin apoptozise karsi savunma hareketi olarak

degerlendirilmistir 133,

Ayni zamanda 4-hidroksinonenal protein 53 ‘Gn (p53)
fosforilasyonu ve nukleusa translokasyonunu saglar. Boylece p21, Bax,
JNK ve kaspaz 3 gibi proapoptotik proteinlerin aktivasyonu saglanarak

apoptozis gerceklesir .

Diger calismada glutatyon-hidroksinonenal konjugatinin
hicre disina atiimasinda gerekli membran proteini RalBP1 proteininin
antikot ile baskilanmasi, hucrede bu konjugatin birikmesine bagli olarak
apoptozisin ilerlemesini saglamistir **.

Bizim c¢alismamizin sonuglarina goére 4-hidroksinonenal
pankreatik beta htcrelerinde aktif kaspaz 9 ve kaspaz 3 proteinlerinin

ifadelenme duzeylerini toksik dozlarda anlamli derecede artirmigtir.
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Burada artmis dizeylerde Olgulen kaspaz seviyeleri apoptotik hucre

olumundn gerceklesmesinde oldukga etkili olabilir.

Genel olarak bulgularimiz 4-hidroksinonenal’in in vitro olarak
pankreatik beta hucrelerinde hucre canhhgini azalttigi, endoplazmik
retikulum stresi baslattigi ve apoptotik proteinlerin hicre ici ifadelenme

dizeylerini artirdigini goéstermistir.
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6. SONUC

Bu tez caligmasinda lipid peroksidasyonu reaksiyonlari
sonucunda olugsan ve onceki c¢alismalarin sonuglarina gore hucreler igin
oldukga toksik oldugu bilinen 4-hidroksinonenal'in pankreatik beta
hicreleri (INS-1) Uzerine olasi etkisini arastirdik. 4-hidroksinonenal
uygulamasinin sonrasinda 60., 120. ve 180. dakikalarda hicre kilturleri
sonlandirilarak hucre canliik oranlart MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) deneyi ile O&lgculdi. Ayrica 4-
hidroksinonenal’ in 60 dakika besi yerinde inkiilbasyonu sonucu bazal ve
glukozla tetiklenen insulin saliveriimesi (ELISA yotemi ile), endoplazmik
retikulum stres sensor proteinleri, apoptozisle iligkili kaspaz protein
ifadelenme duzeyleri ve detoksifikasyon enzimlerinin ifadelenme duzeyleri

Uzerine etkisini western blot yontemi kullanarak arastirildi.

INS-1 sigcan pankreatik beta hlcrelerinde 4-hidroksinonenal
artan zamana ve doza bagl olarak hucre canliligini azaltarak toksik etki
gOstermigstir. 4-hidroksinonenal'in 60 dakika sire ile pankreatik beta
hiicrelerine etkisi sonucu hicrelerde yuksek toksik dozda (50 uM) gerek
bazal gerekse glukozla tetiklenen insulin saliverilmesini anlamli derecede
azaltmigtir. Diger yandan 4-hidroksinonenal uygulamasi pankreatik beta
hiicrelerinde detoksifikasyonda gorevli glutatyon-s-transferaz ve aldoz
reduktaz 1B1 hdcre igi protein ifadelenmelerini toksik dozlarda uyarmistir.
ilging olarak aldoz rediiktaz protein ifadelenme diizeyi toksik olmayan
dozda (1 puM) uygulanan 4-hidroksinonenal sonrasi anlamli duzeyde
artmistir. Endoplazmik retikulum stres sensor proteinleri olarak bilinen
PERK’ in fosforilasyonu 4-hidroksinonenal uygulamasi sonrasinda anlamh
derecede artmigtir. Ayrica yuksek doz 4-hidroksinonenal uygulamasi
IRE1-a duzeylerini anlamh derecede artirmistir. Endoplazmik retikulum
aracili hicre dlumunde etkili CHOP ve kaspaz 12 proteinlerinin de hicre

ici ifadelenme diizeyleri 4-hidroksinonenal uygulamasindan sonra anlamli
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duzeyde artmistir. Bununla birlikte apoptozisin uyariimasinda etkin JNK
protein kinaz sistemi de 4-hidroksinonenal uygulamasi sonucu aktive
olmustur. Mitokondriyal apoptozisin gostergesi olarak da bilinen kaspaz 9
ve kaspaz 3 duzeyleri toksik doz (25 ve 50 uM) 4-hidroksinonenal

uygulamasi ile anlamli derecede artmigtir.

Sonu¢ olarak, diyabetin patogenezinde oldukca etkili beta
hicre kaybinda oksidatif stresin roli olduk¢ca aciktir. Bu baglamda
oksidatif strese badli lipid peroksidasyonu ile olusan toksik aldehitler beta
hiicrelerinde apoptozla hucre kaybinda oldukga etkilidir. Beta hucrelerinde
4-hidroksinonenal’ in endoplazmik retikulum stres ve endoplazmik
retikulum stres aracili apoptozisi uyardigi ve bu durumda diyabette beta
hicre kaybi ve devaminda insulin eksikligine badli hipergliseminin
gelisimine etken olabilir. Ayrica toksik dozlarda 4-hidroksinonenal insulin
saliveriimesinide  azaltarak  hipergliseminin  devamliigina  katkida
bulunabilir. Calismamizin  sonuglarina goére pre-diyabetik evrede
antioksidan veya lipid peroksidasyonunu engelleyici tedavi yaklagimlari ile

beta hicre kaybi engellenerek diyabetin seyri olumlu yonde degistirilebilir.
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7. OZET

Pankreatik beta hicrelerinde (INS-1) 4-hidroksinonenal’
in endoplazmik retikulum stres, apoptozis, insulin saliverilmesi ve

detoksifikasyon enzimleri Uzerine olasi etkileri

4-hidroksinonenal lipid peroksidasyonunun bir drtnd olup,
yuksek konsantrasyanlarda hucrelerde proteinlerle stabil Granler olugturur.
Artmis stabil UrGnler endoplazmik retikulumda (ER) katlanmamis protein
cevabini baslatir. Artmis katlanamamig protein cevabi veya kronik
endoplazmik retikulum stres apoptozis ve otofajiyi indukler. Béylece bizde
calismamizda, pankreatik beta hicrelerinde 4-hidroksinonenal’ in ER stres
sens6r proteinleri, detoksifikasyon enzimleri, apoptozis ve insulin
saliverilmesi Uzerine etkilerini arastirdik.

INS-1 htcrelerinde 4-hidroksinonenal artan zamana ve doza
bagll olarak hucre canhligini azaltmigtir. 4-hidroksinonenal toksik dozda
bazal ve glukozla tetiklenen insulin saliveriimesini anlamli derecede
azaltmistir.  4-hidroksinonenal uygulamasi detoksifikasyonda gorevli
glutatyon-s-transferaz ve aldoz rediktaz 1Bl protein ifadelenmelerini
toksik dozlarda uyarmistir. Endoplazmik retikulum stres belirteci PERK
fosforilasyonu ve IREl-a duzeylerini toksik doz 4-hidroksinonenal
uygulamasi ile anlamli derecede artirmigtir.

4-hidroksinonenal yiksek dozda endoplazmik retikulum
aracili  hucre olumunde etkili CHOP ve kaspaz 12 proteinlerin
ifadelenmelerinde artisa neden olmustur. Ayrica toksik doz 4-
hidroksinonenal uygulamasi JNK, kaspaz 9 ve kaspaz 3’ iin aktivasyonuna
neden olmustur.

Sonuc¢ olarak, 4-hidroksinonenal pankreatik beta hicre
kaybinda oldukga etkilidir. 4-hidroksinonenal insulin eksikligine bagh

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

hicre kaybi engellenerek diyabetin seyri olumlu yonde degistirilebilir.

Anahtar kelimeler: Pankreatik beta hucresi, 4-hidroksinonenal,
Endoplazmik retikulum stres, Apoptozis, Insulin saliveriimesi

70



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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PROJE DENEYiMi

1-) Diyabet Olusturulan Rat Karaciger Dokularinda Stobadin’in Oksidatif
Stres ve Paraoksonaz-1 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin Arastiriimasi
(01/2007-21 Gazi Unv. BAP)

2-) Obez hastalarda diyet, egzersiz ve antiobezite ila¢ (Orlistat ve
Sibutramin) uygulamalarinin oksidan stres ve antioksidan savunma
mekanizmalari (izerindeki etkileri. (01/2007-02 Gazi Unv. BAP)

3-) Ratlarda deneysel tesitis torsiyonu ile olusturulan iskemi-reperflizyon
hasarinda korunmada L-Karnitin ve Meloksikamin etkisi (01/2008/44 Gazi
Unv. BAP)

4-) Agir sepsis veya septik sok tanisi konulan hastalarda ADMA ve NO
duizeylerinin arastiriimasi (01/2009-38 Gazi Unv. BAP)
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5-) Deneysel vezikoureteral refli modelinde, tedavi amagcli uyguladigimiz
Ureteroneosistostominin apoptotik aktivite Uzerine etkisi (01/2009-19 Gazi
Unv. BAP)

TUBITAK PROJELERI

1-) “Olea europaea yapragindan elde edilen aktif bilesiklerin apopitoz
sinyal iletimi yolu ve glukozla stimule edilen insilin saliverilmesi Uzerindeki
etkilerinin INS-1E pankreas beta-hucre dizilerinde arastiriimasi COST-B35
SBAG-3303 106S025 Yardimci Arastirmaci

2-) Pankreatik hicre disfonksiyonu ve apoptoziste oksidatif stresin rolu:
Pridoindol turevi yeni antioksidanlarin koruyucu etkilerinin arastiriimasi
108S239 Bursiyer

KURS DENEYiMi

ileri molekiiler hiicre biyolojisi teknikleri egitimi 12-16 Mayis 2008 Gen
Mihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisti, TUBITAK, Marmara Arastirma
Merkezi. (Hicre Kiiltirli, imminohistokimya, imminofloresan, Western
Blotlama, Real Time PCR)

Hiicre Fuzyonu Yoéntemi ile Monoklonal Antikor Uretimi Uygulamali
Egitimi Gen Mihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisti, TUBITAK, Marmara
Arastirma Merkezi 08-12 Haziran 2009. (immunizasyon, Hibridoma

teknolojisi, ELISA Afinite kolon kromotografisi )
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