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OZET
Kurt S.N., izole Edilmis Sican Pankreas Adacik Hiicrelerine
In Vitro Trombospondinin Etkisi, Hacettepe Universitesi Tip

Fakultesi, Fizyoloji Uzmanlik Tezi, Ankara, 201 3.

Pankreas adacik hiicreleri az miktarda antioksidan enzime sahip
olduklari icin hipoksik hasara ¢ok duyarlidirlar. Kiiltlir ortamina konan
hicrelerin  hipoksik hasar nedeniyle canliliklarini  kaybetmesi
transplantasyon basarisini  disurmektedir. Bu sorunu ortadan
kaldirmak icin yapilan endotel hiicrelerinin adacik hiicre kultirine
eklenmesi adacik hicre canlilik ve fonksiyonunda iyilesmeye neden
olmustur. Ayrica portal sisteme transplante edilen adaciklar endotel
hiicreler ile yakin temas halindedirler. Endotelden salinan maddelerin
bir kismi adacik canliligini artirirken bir kismi da olumsuz etki
etmektedir. Trombospondin(TSP) de adacik endotelinden salinan cok
fonksiyonlu bir madde olup adacik hiicresi tizerindeki etkisi net olarak

bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci TSP adacik hiicre fonksiyon ve canliligini
etkilemesi muhtemel bir endotelyal faktor olup olmadigini

arastirmaktir.

izole edilen adacik hiicreleri iic gruba ayrildi. Kontrol grubuna
normal kiltlir ortami disinda ek bir madde koyulmadi. Endoplasmik
retikulum (ER) stresi olusturulacak grubun kultir ortamlarina 20

bug/ml tunikamisin (TUN) ve son grubun kultir ortamlarina 200pM



TSP eklenerek 24 saat inkiibe edildi. Floresein diasetat/ Propidyum
iyot (FDA/PI) ile canliik, glukoz stimilasyonu ile fonksiyon
degerlendirildi. Oksidatif stres parametrelerine ve western blot ile ER

stresine bakildi.

200 pM TSP’nin canlihigi etkilemedigi fakat fonksiyon
bozukluguna neden oldugu sonucuna ulasildi.  Fonksiyon
bozuklugunun oksidatif hasar veya ER stresi nedeniyle meydana

gelmedigi ortaya cikti.

Bu sonuclar, TSP’nin adacik hiicrelerinde ekzositoz gibi bir
mekanizmayr bozmus olabilecegini disiundirmektedir. /n vivo
calismalar, farkli doz ve inkibasyon siireleri ile calismanin sonuclar
desteklenebilir.  Fonksiyon  kaybina  neden olan  hiicresel

mekanizmanin aydinlatiimasi icin ek arastirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: pankreas adacik hicresi, trombospondin,

endoplasmik retikulum stresi, oksidatif stres

Destekleyen Kurumlar: DPT projesi No: 2008K120370
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ABSTRACT
Kurt S.N., In vitro Effects of Thrombospondins on Isolated
Pancreas Islet Cells in Rats, Hacettepe University Faculty of

Medicine, Thesis in Physiology, Ankara, 2013.

Pancreas islet cells are very sensitive to hypoxic stress because
of having small amount of anti-oxidant enzyme. Loss of islet cell
viability due to hipoxic damage decreases success of transplantation.
Islet- endothelial co-culture prevents the cell death and improves the
cell function. Furthermore, transplanted islets to portal system are
also in close contact with the endothelial cells. Some of the
endothelium derived substance improve the viability of islet cells and
some of them cause negative effects. Thrombospondin(TSP) is a
multifunctional substance that is released from islet endothelial cells

and its effect on islet cell is not clear.

The aim of this study is to investigate whether TSP, which is an

endothelial factor, is effective on the islet cell’s viability and function.

Isolated islet cells were divided into three groups: in the control
group no substance were added to the normal culture medium. In ER
stress generated group, 20 pg/ml tunicamycin (TUN) and in the third
group 200pM thrombospondin (TSP) was added. Then groups were
incubated for 24 hours. We measured islet cell viability with FDA/PI
and cell function with glucose stimulation. We explored ER stress with

western blot and oxidative stress parameters.



vii

We concluded that 200 pM TSP does not affect the cell viability
but cause cell dysfunction. It did not appeare to come by endoplasmic

reticulum stress or oxidative stress.

According to the results, TSP may cause damage in different
mechanisms like exocytosis in the islet cells. The results of this study
may be supported with in vivo experiments, various doses of TSP and
incubation periods. Additional studies are needed to clarify the

cellular mechanisms that cause functional loss.

Keywords: pancreas islet cell, thrombospondin, TSP, endoplasmic

reticulum stress, oxidative stress.
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1. GIRIS VE AMAC

Adacik hiicre transplantasyonundaki onemli sorunlardan biri
izole edilen adaciklarda, hipoksiye bagli meydana gelen canhlik ve
fonksiyon kaybidir. Adacik hiicreleri az miktarda antioksidan enzime
sahip olduklar icin hipoksik hasara cok duyarhdirlar. Bu nedenle
kiltire konan adaciklara endotel hiicresi eklenerek transplantasyon
oncesi meydana gelen hasar Onlenmeye calisiilmaktadir. Ayrica
endotelden salinan bircok maddenin adacik hiicre canhihgini
destekledigi ortaya cikmistir. Fakat endotelden salinan bazi maddeler
bu destekleyici etkiye zit calismaktadir. Endotelden salinan
maddelerden biri trombospondinlerdir (TSPs). TSP hiicre-hilicre ve
hicre matriks etkilesiminde rol alir. TSP -/- farelerde pankreas beta
hiicrelerinde  azalma  go6zlenmektedir. TSP ayni  zamanda

antianjiyogenik bir maddedir.

izole edilen adaciklarin kiltirde bulunduklari siire boyunca
canhiliklarini kaybetmesi nedeniyle kiltlir ortaminin iyilestirilmesi
gerekmektedir.Kiltlir ortaminda ve transplantasyon sonrasinda adacik
canliik ve fonksiyonuna etki eden maddelerden biri TSP olabilir.
TSP’in etkisinin arastiriimasi kultir ortaminin iyilesmesini saglayabilir.
Trombospondin adacik hiicre ve fonksiyonunu olumsuz etkileyen bir

madde olabilir.



Bu calismanin amaci trombospondinin adacik hiicre fonksiyon
ve canliligini etkilemesi muhtemel bir endotelyal faktor olup

olmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pankreasin Endokrin Fonksiyonu

Pankreas mide, duedonum ve dalak arasinda yer alan, uzun ve
kicik bir organdir. Pankreasin bulylk kismini egzokrin hiicreler
kaplar. Egzokrin hiicreler ve endokrin hicreler pankreas icinde
daginik yerlesime sahiptir. Pankreasta endokrin ve egzokrin hicreler
disinda epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, parasempatik, sempatik ve

duyusal noéronlar ve hematopoetik hiicreler bulunur.

Pankreasin endokrin fonksiyonunu vicut agirhiginin
%0.005’inden daha azini olusturan ve sayilari yaklasik 1 milyon olan
mikroanatomik Langerhans adaciklari yuritir. Bu adaciklarda
morfolojilerine ve boyanma 6zelliklerine gore farkhhk gosteren x-, B-
, 0— ve PP hiicreleri yer alir. x-hucreleri glukagon, B-hiicreleri insilin,
d hicreleri somatostatin ve PP hicreleri pankreatik polipeptit salgilar
instlin ureten B-hiicreleri Langerhans adaciginin yaklasik %70-80’ini

olusturur [1].

Dogumdan hemen sonra adacik olusumunun hizla azaldigini
gosteren calismalar bulunmaktadir. Bununla birlikte postnatal
donemde de endokrin pankreas yavas ve istikrarli bir sekilde kendini
yenilemektedir. Bu yenilenme hizi hemen hemen apoptotik hiza
esittir. Adacik kitlesi bireyin degisen ihtiyaclarini karsilamak icin

adapte olabilir [2].



B-hiicre tanecikleri hiicre sitoplazmasindaki insulin paketleridir
ve sekli tirden tiire degisir. B-hiicrelerindeki insulin paketleri cinko
ile kompleks yapmis polimerlerden olusur. Glukagon iceren -
hiicreleri ve somatostatin iceren d-hticreleri tirler arasinda benzer

homojen tanecikler icerir [3].

2.1.1. Langerhans Adaciklarinin Organizasyonu

Bircok rodentte B-hicreleri adacigin merkezinde ve non-B-
hicreler (x, & ve PP hiicreler) ise adacigin disinda yer almaktadir.
insan adacik hiicre organizasyonu rodent adacik hiicrelerindeki bu
cekirdek-kabuk dagilim modelinden farkhdir. Yapilan calismalarda
yonca yapragl modeli, lobiler model ve serit paterni gibi farkl

organizasyonlar ortaya konmustur [4-6].

En son yayinlanan calismalarda 40-60 pm boyutlarindaki kiiclik
adaciklarin ~ rodentlerdekine  benzer  sekilde c¢ekirdek-kabuk
organizasyonu gosterdigi, biuylk adaciklarda ise buna ek olarak basit
(50-100 pm boyutundaki adaciklarda) veya dallanmis (100 pm’den
blylk adaciklarda) bosluklarin oldugu gorulmustiir. Bu calismada
bosluklarin vaskiiler yapilar oldugu, x-hicrelerinin (PP ve d-hilicreleri
de dahil) endotel hiicreleri boyunca yer aldigi ve B-hicre kiimelerinin
icinde vaskdiler yapinin olmadigi gosterilmistir. Ayrica B-hticrelerinin
damar duvarina dogru sitoplazmik genislemeler yaparak endotel
hiicre ylzeyi ile irtibath oldugu bulunmustur. Bu da homolog (B-B

hiicre arasindaki) ve heterolog (x- ve B-hiicresi arasindaki ve endotel



ve B-hicresi arasindaki) etkilesimin insilin salgilanmasinda 6nemli
rolii olabilecegini akla getirmektedir. Bdylece katlanmis epitelyal

tabaka modeli ortaya atilmistir [7].

2.1.2. B-Hiicreleri

B-hiicreleri cok ylizeyli kesik piramitleri andiran, genellikle iyi
granulli hucrelerdir. iki cesit instlin granulii vardir. Biri, elektron
yogun bir cekirdek ile cevresinde yogun bir halo izlenimi veren gevsek
yerlesimli olgun granillerdir. Digeri ise kuciuk veya hi¢ halosu
olmayan, orta derecede elektron yogun icerikli ve klatrin kabuklu
olgun olmayan granillerdir. Klatrin kabugun doékiilmesi, graniil
iceriginin asidifikasyonu ve insilinin kristallesmesi olgun olmayan
granillerde proinsilinin insiline donustiguniu gostermektedir [8].
Granillerde temel olarak salgilanan peptit, insulin olmakla birlikte yiiz

kadar peptit daha bulunmaktadir [9].

Hem B-hiicrelerinde hem de B-disi hiicrelerde kalsiyum bagimli
hicresel adezyon molekiilleri (katherinler) oldukca fazla iken B-disi
hiicrelerde kalsiyum bagimli olmayan adezyon molekiilleri de bulunur.
Hiicresel adezyon molekdillerinin ekspresyonundaki bu farkliligin
organizasyonda rol aldigi disiunulmektedir [10]. Tek tek dagitilmis
sican adacik hiicreleri yeniden agrege olurken hiicre kiimeleri orijinal

adacikta oldugu gibi bir diizen alirlar [11].

izole adaciklar iizerinde yapilan calismalar insilin cevabi

bakimindan adacik hiicre duyarlihiginin farkl oldugunu



dusindirmektedir. Bu calismalarda her bir B-hiicresinin farkli esige
sahip oldugu, dolayisiyla glukoz konsantrasyonu arttikca daha fazla

B-hlicresinin cevap verdigi gosterilmistir [12, 13].

B-huicrelerinin endokrin, noéronal, vaskiler, hematopoetik
hicreler ve diger organlar ile etkilesimi B-hiicre farklilasmasi ve kan
glukozunun ayarlanmasinda onemli yere sahiptir. Hiicre ici ve hicre
disi sinyallerdeki bozukluk B-hiicre fonksiyon kaybiyla birlikte kan
glukozunda dengesizliklere neden olabilmektedir [14]. Bu sinyallerin
aydinlatilmasi Tip 1 ve Tip 2 diyabet tedavisinde cok o6nemli

gelismelere neden olabilir [15].

Beta hiicresi Beta hiicresi

Endotel hiicresi

VEGFR2

katerin

integrin
reseptori

hicre gogalmagi

konneksin
Laminin
integrin
Kollojen

insulin sentezi
sekresyonu

Sekil 1.1. B-hicrelerin komsu hiicreler ile etkilesimi.

B-hicresinin endotel hicresi ile etkilesimi B-hicresinden salinan VEGF-A
(vaskuler endotelyal biyume faktéri) ve endotelden salinan kollojen,
laminin, integrin molekiilleri ile olmaktadir. Bir baska f-hucresi ile etkilesimi
ise konneksin ve katerin proteinleri ile gerceklesmektedir.



Eriskin pankreas adaciklari yogun kapiller ag sayesinde oldukca
fazla kanlanan bir dokudur. Endotel hiicresi ve B-hilicre arasindaki
etkilesim dikkat c¢ekicidir. B-hticreler vaskiler endotelyal bliyime
faktori (VEGF-A) salgilayarak damar gelisimine katkida bulunurken
endotel hicreleri de B-hiicre cogalmasina, insulin gen ekspresyonuna
ve insllin  sekresyonunda artisa neden olan  sinyaller
gondermektedirler [16]. Endotel hicrelerinin Urettigi bazal
membrandan salinan laminin, integrin, fibronektin ve kollajen bu
etkilere neden olmaktadir [17]. Vaskiiler bazal membranin yakininda
yer alan perisitler adacik mikrovaskiilaritesini sinirlandiriyor olabilir

[18]. (Sekil 2.1)

B-hticrelerinin birbirleri ile iletisimini saglayan bircok protein
mevcuttur. Katherinler, konneksin 36, Eph-Ephrin reseptorleri ve
noral hiicre adezyon molekiuli (NCAM) bunlardan bazilaridir. Bu
molekdller insilin saliniminin dizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar

[19-21].

B-hiicreleri  diger organlarla da iletisim  halindedir.
Osteoblastlardan salinan osteokalsin, B-hlicre proliferasyonunu
tetikleyen cyclin-D2 genini upregiile ederek ve insulin duyarliligini
uyaran adiponektin sentezini artirarak tip 2 diyabet gelisimini
engellemektedir [22, 23]. Gebelikte B-hilicre kitlesi ve insilin salinimi
artar. Bu etki prolaktin, bliyliime hormonu ve plasental laktojenin B-

hiicresi lizerindeki reseptorlerine baglanmasi ile olmaktadir [24].



insilin, distlfit koprileri ile birbirine baglanmis 21 ve 30 amino
asit dizisine sahip iki zincirden (A ve B zinciri) olusan globiler bir
proteindir. Disulfit baglari A6 ve A11 arasinda, A7 ve B7 arasinda, A20

ve B19 arasindadir [25].

Salgi proteinleri ve diger polipeptit hormonlar gibi insilin de tek
zincirli biyosentetik bir oncil olan preprohormon olarak sentezlenir.
Preproinsiilin dort ayri fonksiyonel kisimdan olusur. Sinyal peptidi -
amino terminal uctaki ilk 24 a.a lik kismi kapsar-, A zinciri, B zinciri
ve bunlari birbirine baglayan C-peptitten meydana gelir. Preproinsilin
sentezlenirken sinyal tanima parcacigi (SRP) bagh durumdadir. Bu
durum molekilin granilli endoplasmik retikulum (GER)’daki SRP
reseptoriine yonlenmesini saglar. Bu olay uzamakta olan
preproinsilinin ilk 70-80 aminoasiti eklendikten sonra meydana gelir
[26]. GER icindeki bir peptidaz sinyal peptidini preproinsilinden

ayirarak proinstlinin olusmasini saglar.

C zinciri C zinciri
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Sekil 1.2. Proinsilinden insilin sentezlenmesi.



A zinciri, B zinciri ve bunlari birbirine baglayan C zincirinden olusan
preproinsilin disilfit baglarinin kurulmasi ile proinsiline ve C zincirinin
ayrilmasi ile insiline dontismektedir.

Proinsillin GER’de katlanir. insiilinin A ve B zincirleri arasindaki
disulfit baglari dogru bicimde olusturulmus olan uygun sekilde
katlanmis proinsilin, GER’den (diger bitiin sekretuar proteinlerde
oldugu gibi) Golgi aygitina tasinir, burada paketlenir ve boylece
sitozoldeki enzimlerden korunmus olur. Bu tanecikler mikrotibiller
yoluyla ATP bagiml olarak hilicre zarina hareket eder ve iceriklerini
ekzositoz ile hiicre disina bosaltirlar [27]. Bu sirada klatrin kaph
proinsilin iceren immatir graniller insilin ve C-peptit iceren matiir
granillere donusir. Proinsilinin insiline doniusiimi endopeptidazlar
araciligiyla olur (Sekil 2.2). Proinsilinin insitline doéntusim hizini
belirleyen en énemli etken glukozdur. istirahat halinde insiilin, B-
hiicresinin sekretuar granillerinde depolanir. Ekzositozu uyaran

spesifik bir uyaran olmadiginda B-hticresinde yikilir [9].

instlin reseptorleri iki o« ve iki B alt biriminden olusan bir
tetramerdir ve vicutta pek cok farkli hicrede bulunur. Reseptoriin
tamami tek bir alt birimden sentezlenir ve daha sonra ikiye ayrilip
birbirlerine disulfit baglari ile baglanir. & alt birimleri insilin baglar ve
hiicre disindadir, B alt birimlerinin hiicre ici kisimlari tirozin kinaz
etkinligine sahiptir. Her iki alt birimin hicreler arasi kismi

glukozillenmistir [28].
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B-hiicreleri kan glukozundaki degisiklikleri tespit eder ve bu
degisime gore insilin sekresyon hizini ayarlar. B-hiicrelerinde glukoz
alimi disik afiniteli GLUT-1 araciligi ile olmaktadir. Hiicre icine alinan
glukoz, glikokinaz ile glukoz 6 fosfata fosforile olur, glikoliz ve
trisiklik asit (TCA) dongusunin basamaklart ATP’nin ADP’ye oraninin
artmasi ile sonuclanir. ATP duyarh K*(potasyum) kanallarinin
kapanmasi K* gecirgenliginde azalmaya neden olur. Bu da
depolarizasyon ile sonuclanir ve voltaj bagimh kalsiyum kanallar

acilir. insulin granullerinde ekzositoz meydana gelir [29].

Kalsiyum-kalmodulin kinaz, ekzositoz alaninda Golgiden
grantllerin mobilizasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Glukoz ve
diger sekretogoglarla kalsiyumun artmasi, kalsiyum-kalmodulin kinaz

aktivasyonu ve insilin sekresyonu ile koreledir.

insilinin fizyolojik etkileri oldukca fazla ve karmasiktir. Yag
dokusunda glukoz girisini, yag asidi ve gliserol fosfat sentezini,
trigliserit yikimini, hiicre icine K* alimini artirir, lipoprotein lipazi
etkinlestirir, hormona duyarh lipazi inhibe eder. Kas dokusunda
glukojen sentezini, aminoasit alimini, protein sentezini, keton
kullanimini artirir. Karacigerde lipit ve protein sentezini artirarak
ketojenezi inhibe eder. Boylece anabolizan bir etki olusturarak

blylimeyi saglar [3].

Diabetes mellitus (DM) insllin sekresyonunda, insilin etkisinde

veya her ikisindeki bozukluklar sonucu karbonhidrat, yag ve protein
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metabolizmasindaki bozukluga bagh olarak gelisen kronik

hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir.

DM etiyolojik olarak; Tip 1T DM (otoimmiin ve idiopatik), Tip 2
DM, gestasyonel diyabet, genclikte ortaya cikan eriskin tip diyabet
(MODY; Maturity Onset Diabetes of the Young) ve diger spesifik tipler
(pankreatik diyabet, hemakromatoz, endokrinopatiler, genetik
defektler, ilac ve kimyasallarin yol actigi diyabet, infeksiyonlar) olarak

siniflandiriimaktadir [9].

Tip 1 diabetes mellitus, pankreas adacik hicrelerindeki insilin
Ureten B-hicrelerinin yikimina bagh gorilen otoimmiin bir hastaliktir.
B-hicrelerinin yikimina neden olan anti-adacik, anti-GAD (Glutamik
asit dekarboksilaz) ve anti-insulin gibi otoantikorlar ile birlikte
otoreaktivite kazanmis T lenfosit hiicreleridir. Adacik hiicreleri ile
immun hicreler arasindaki bu patolojik etkilesim tip1 DM gelisiminde

kritik rol oynar [30].

Tip 1 diyabeti olanlar hayatta kalmak icin insilin tedavisine
ihtiyac duyarlar. Tip 1 diyabet kontrol edilemezse, kan sekerinin asiri
yukselmesine bagh “diyabetik ketoasidoz” veya kan sekerinin aniden
dismesi-hipoglisemi- ya da yilikselmesi -hiperglisemi- gibi akut

komplikasyonlara yol acabilir.

Tip 2 DM diyabetin en yaygin formudur ve goriilme sikligi bazi
toplumlarin 2/3’Gnden fazladir. Eriskinlerde cok yaygin olmakla

beraber cocuklarda ve genclerde de goriulmektedir. Tip 1 diyabette
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gorilen hipergliseminin nedeni insiilin direnci ve glukoz Uretiminin
artmis olmasidir. Tip 2 diyabetli hastalarin cogu obezdir ve
kardiovaskiler risk altindadirlar. Tip 2 diyabetin tedavisinde en
onemli etken hayat tarzinin ve beslenme aliskanhginin

degistirilmesidir [31].

2.1.3. x—-Hiicreleri
x-hcreleri B-huicreleri gibi bol granillii fakat daha kiicik ve
serit seklindedir. Graniiller elektron-yogun olup daha seyrek ve dar

bir halo ile graniilleri cevreleyen bir membrana sahiptir [9].

Plazma glukoz seviyelerinin ayarlanmasinda énemli bir hormon
olan glukagon 29 amino asit iceren lineer bir peptittir ve pankreas -
hiicrelerinde sentezlenir. Ayrica st gastrointestinal kanal tarafindan
da uretilmektedir. En son yapilan calismalarda x-hiicrelerinin yeni bir
rolii daha ortaya cikmistir. B-hicrelerindeki bir azalma veya hasar
durumunda «-hiicreleri transdiferansiasyon ile B-hiicrelerine

donusebilmektedirler [32].

Glukagon, glukojenolitik, lipolitik ve ketojeniktir. Aclik
durumunda uretilecek glukozun %75’i glukagonun karacigerdeki
islevleri ile olusur. Ani ve yogun fiziksel aktivite sirasinda beyne giden
yakit miktarinda azalma olmadan iskelet kasina giden vyakit
miktarinda artis gorulir. Glukagon bu gibi durumlara verilen cevapta

rol oynayan en dnemli faktordiir [33].
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Glukagonun yedi kez membrani kateden G proteini ile eslesmis
bir reseptori vardir. Gs lUzerinden adenilat siklazi aktive eder, bu da
protein kinaz araciligiyla fosforilaz A’y aktive ederek glukojen

yikiminda artisa neden olur ve boylece plazma glukozu artar .

Glukagon; insilin, buyime hormonu ve pankreatik polipeptit
salgilanmasini da uyarir. Glukagonun dolasimdaki yari é6mri 5-10

dakikadir. Esas yikim yeri karacigerdir [34].

2.1.4. d-Hicreleri

Bol granulli ve dendritik sekilli d-hiicreleri, o- ve B-
hicrelerinden daha kicuktiir. ®-hlcre granillerinin elektron
yogunlugu oldukca degiskendir. Her bir granil, granul sinirlayic
membrani dolduran orta derecede yogunlukta homojen bir materyal

icerir [9].

o0-hiicrelerinden  salinan  somatostatin  (SS) ilk defa
hipotalamusta bulunmus olup beynin farkli boélimlerinde de
mevcuttur. Beynin degisik bolgelerinde duyusal girdi, bilissel islevler
ve l6komotor aktiviteye etki eden bir sinir ileticisi olarak islev gorar.
Hipotalamustan salinan SS bilylime hormonunu inhibe edici
ozelliktedir. Bunun disinda bagirsaktan ve pankreastan da salinir.

Norohormonal regiilasyon, endokrin ve parakrin gorevleri vardir [35].

Dokularda SS 14 ve SS 28 olmak lzere iki formda bulunur. -

hicrelerinde iki formu da bulunur ve pankreas hormonlarini parakrin
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olarak inhibe eder. Fazla salgilanmasi hiperglisemiye ve diyabetin

diger bulgularinin ortaya ¢cikmasina neden olur.

2.1.5. F Hicreleri
Her tur icin cok farkli sekillerde bulunur. Granuller insanlarda

uzunca, oldukca yogun ve yaklasik 140 nm capindadir [9].

Adacik F hicreleri tarafindan yapilan insan pankreatik
polipeptiti (PP), polipeptit YY ve noropeptit Y ayni ailedendir. PP ince
ve kalin barsaktaki endokrin hiicrelerden de salinir, salinimi yemek
sonrasi parasempatik uyari ile artar. PP insanda yiyecek emilimini
yavaslatir ve emilimin inis cikislarini daha yumusak hale getirir [36].
Ayrica PP reseptori (Y4) beyinde de bulunur. Beyinde anksiyete ve

depresyonda rol aldigi ortaya konmustur [37].

2.2. Endotel

Endotel, vicuttaki en buyik organlardan biridir. Dolasim
sistemini doseyen ve tek katl, yassi, ince, poligonal, yaklasik 10x30
um boyutlarinda hicrelerden olusan endotel yaklasik olarak 1 kg
agirliginda ve 7000 metrekare alana sahiptir [38]. Endotel hiicreleri
bazal laminanin Uzerinde vyerlesmistir. Kilcal damarlarda bazal
laminanin  disinda perisit denen mezensimal hiicreler ile

cevrelenmislerdir.

Hemostazis, immin yanitlarin dizenlenmesi, koagilasyon,
fibrinoliz, vaskiiler tonus, vaskiler biyime ve yeniden yapilanma ve

dokular ile kan arasindaki metabolik alis verisi diizenlemek gibi bir
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cok olayda karmasik roli bulunan endotel, dinamik ve yasamsal

onemi olan bir organdir.

Kalpten en kiicik kapiller damarlara kadar uzanan tek sira

endotel hiicrelerinin en 6nemli gorevi kanin akicihgini saglamaktir.

Endotel yari gecirgen bir bariyerdir. Lipofilik ve disiik molekiil
agirlikhi hidrofilik maddeler engellenmeden kan ve dokular arasinda
hareket edebilirler. Fakat damarlar makromolekiiller icin secici olarak
gecirgendir. intravaskiler ve ekstravaskiiler sivi  dengesinin

sirdirilebilmesi icin bu yari secici bariyer gereklidir [39].

Normal endotel, trombositlerin agregasyonunun inhibisyonu,
koagtuilasyonun aktivasyonunun inhibisyonu  ve  fibrinolizis
fonksiyonlari ile pihtilasmayr Onleyici bir yizey olusturur. Fakat
hasarlandiginda veya inflamatuar durumlarda endotel prokoagiilan
olabilir [40]. Koagulasyonun onlenmesinde bircok mekanizma rol
oynar. Endotelden salinan prostosiklin (PGI2), nitrik oksit (NO) ve doku

faktori anti-koagulan 6zelliktedir.

Kan dolasimini dizenleyen U¢ temel sistem; merkezi sinir
sistemi, hormonlar ve bdlgesel vaskiler mekanizmadir. Bolgesel
vaskiler mekanizmayr endotel olusturmaktadir. Vaskiler tonusun
kontrolii temel olarak endotel tarafindan uretilen vazodilatatorler olan
NO, PGI2 ve endotel kaynakli hiperpolarize edici faktor (EDHF) ile
vazokonstriktor etkili olan endotelin-1 ve superoksit arasindaki denge

ile dizenlenir. Sitiperoksit radikallerin kaynagi inflamatuar hicreler
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olabilecegi gibi endotel de olabilir ve bu radikal NO ve PGI?’yi okside
ederek endotel disfonksiyonuna neden olur. Endotelden salinan diger

bir vazokonstriktor ise anjiyotensin donustiiricti enzimdir (ACE) [41].

inflamasyon siirecinde ldkositler yuvarlanma, adezyon ve
transmigrasyon asamalarindan sonra damar disina cikarlar. Endotel
tzerinde bulunan P-selektin, ICAM, VCAM-1 ve CD36 gibi bircok
reseptor adezyonda rol oynar. inflamasyonda ve koagiilasyonda
I6kosit ve trombosit adezyonu birbirini destekler sekilde
gerceklesmektedir. Trombin ile aktive olan trombositler endotele
yapisarak lokosit adezyonunu dizenlemektedir. Bircok bdlgedeki
endotelde bulunan proteaz ile aktive olan reseptorler (PARs)
koagulasyon ve inflamasyonun dizenlenmesinde o6nemli rol
oynamaktadir [42]. inflamasyon ve immiinitede rol oynayan IL-1, IL-6,
IL-8, adezyon molekileri ve histokompatibilite antijenleri endotel

tarafindan uretilir.

Endotel hicreleri bazi maddelerin aktivasyonu (anjiyotensin I’in
anjiyotensin II’'ye donldsumi) ve inaktivasyonundan (bradikinin,

seratonin, trombin, prostaglandinler, norepinefrin) da sorumludur.

Endotel hiicresi ile damar duvarindaki diger katmanlar arasinda
siki bir iletisim vardir. Damar diiz kasi ve endotel arasinda konneksin
proteinleri tarafindan (6zellikle konneksin 37, 43, 40) olusturulan

baglanti vazodilatasyon icin oldukca 6nemlidir [43].
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Vaskiler yenilenmede rol oynayan matriks metalloproteazlarin

sentezlenmesi de endotelde gerceklesmektedir [44].

2.2.1. Endotelden Salinan Faktorler

Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit sentaz tarafindan sentezlenen NO dokuya hizlica
gecebilir ve soluble guanilat siklaza baglanarak cGMP (siklik guanozin
monofosfat) olusumuna neden olur [45]. cGMP hiicrede proliferasyon,
migrasyon ve canlilik gibi bircok sinyal yolagindan sorumludur [46].
NO/cGMP sinyali kardiovaskuler sistem icin de cok 6nemlidir. Endotel
hiicresi tarafindan Uretilen NO, arterlerdeki diiz kas hilicresine gecer
ve gevsemeye neden olur. Boylece damar capi artar, damar direnci
diser ve kan akimi artmis olur [47]. Damar limenindeki NO trombosit
agregasyonunu engelleyerek homeostazisi diizenler [48]. Ayrica VEGF,
adrenomedullin, o6strojen, insilin, lizofosfatidik asit, sfingozin-1-
fosfat ve fibroblast biyime faktorii gibi anjiyogenetik faktorler NO

tzerinden damar gecirgenligini ve anjiyogenezi de artirir [49-51].

NO, VEGF ve bir dizi anjiyogenik faktoriin pro-anjiyogenik
aktivitesine aracilik eder. Bu etki cGMP aktivasyonu uzerinden
gerceklesir [51, 52]. Tumorde yeni damarlanmalara neden olur. Ayrica
timor damarlanma ve bilylime hizi endotelial nitrik oksit sentaz

(eNOS) seviyeleri ile koreledir [53, 54].

Diyabette gorilen insilin salinimindaki azalma, hiperglisemi,

lipit metabolizmasindaki bozukluk ve obezite NO salinimini azaltarak
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endotel fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir. insilin NO
salinimini artiran ve reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumunu
azaltan yonde etki gosterir. Hiperglisemi durumlarinda yogun olarak
ortaya cikan protein veya lipitlerin amino guruplarina enzimatik
olmayan bir mekanizma ile glukozun baglanmasi durumu oksidatif
stres ile ROS olusumuna neden olarak NO’yu azaltir. Ayrica vaskuler
inflamasyonu tetikleyerek sitokinlerin fazla miktarda salinimina neden
olur. Ortaya cikan sitokinlerden TNF-x (timor nekrozis faktor) insilin
reseptoriinde (IR) serin fosforilasyonunu indiklerken tiroz in

fosforilasyonunu inhibe eder ve sonucta insulin direnci ortaya ¢ikar.

Diyabetli hastalarda bozulan endotel fonksiyonu, diyabetin ileri
evrelerinde ciddi problemler olusturabilen kardiyovaskiler, renal ve

enfeksiyoz komplikasyonlar icin en 6nemli faktordur.
Endotelin (ET)

En glicli vasokonstriiktorlerden birisidir. ET-1, ET-2, ET-3
olmak Uzere g aktif formu vardir. ET-4, sican ve farelerde tanimlanan
ve insandaki ET-2 analogu olan formudur [55]. Etkisini ET-A ve ET-B
adli G protein ile kenetlenmis reseptorleriyle gosterir. ET-C insanda
olmayan diger bir reseptor tipidir. ET-1’in ET-A ya, ET-2 ve -3’ln ET-
B ye afinitesi daha yiksektir. Bu reseptorler endotel hiicresi disinda
bircok dokuda yaygin olarak bulunur [56]. Kardiyovaskiler hastaliklar

ve otoimmun hastaliklar gibi endotel disfonksiyonuyla iliskili bircok
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hastalikta 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. ET  reseptor

antagonistleri bu hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [57, 58].

ET-1, NO diizeyini azaltarak endotel disfonksiyonuna neden

olmaktadir [58].

ET’in vasokonstruktor etki disinda bircok buylume faktori ile
iliskisi vardir ve damar yenilenmesinde ve ekstraselltiler matriks (ECM)

olusumunda rol oynar [59].

Makrofajlarda nuclear factor kappa B (NF-KB) aktivasyonu,
serbest radikallerin salinimi, IL-8 ve TGF-B salinimi gibi etkilere yol

acarak inflamasyon cevabinda da rol aldigi gosterilmistir [60].
Prostasiklin (PGl2)

Arasidonik asitten sentezlenen en buyik metabolik lrinlerden
biridir. Endotel hiicresinden salinan PGI2 gucgli bir vasodilatator
olmasinin yaninda trombosit agregasyonunu, ateroskleroz ve
trombozisi inhibe eder. NO ile birlikte en 6nemli kalbi koruyan bir
maddedir. Bu etkisini cAMP (siklik adenozin monofosfat) lizerinden

goOsterir [61].

Endotelden salinan diger maddeler; trombaksan A2, platelet
aktive edici faktor (PAF), serbest radikaller, biyime faktorleri,
interlokinler, plazminojen inhibitorleri, von Willebrand faktor,

adezyon molekiilleri (VCAM ve iCAM), E-selektin, EDHF ve TSP’lerdir.
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2.3.Trombospondinler

Hiicre-hiicre etkilesimi ve hiicre matriks etkilesiminde araci
olan trombospondinlerin yara iyilesmesi, anjiyogenez, bag dokusunun
diizenlenmesi ve sinaps olusumu gibi bircok fonksiyonu vardir. Bu
gorevlerini sitokinler, buyime faktorleri, hiicre ylizey reseptorlerini

etkileyerek yerine getirirler [62].

2.3.1. Molekiiler Yapisi ve Siniflamasi

Trombospondinler (TSPs) bes lyesi olan, hiicre ylizeyinde ve
ECM’de gorev alan bir gen ailesidir. Tum UGyeleri multimerik ve
kompleks yapiya sahiptir. Karboksi terminal ucu bir dizi epidermal
bluylime faktori (EGF) benzeri yapi, kalsiyum baglayan bolge (Tip 3
tekrar bolgesi) ve L-Lectin benzeri yapiya sahip globiler karboksi
terminal bolgelerini icerir. Bu vyapilar trombospondinler icin
karakteristiktir. Amino terminal ucu c¢ok cesitlilik gdsterir ve TSP’in
tipine gore Laminin G (LG) benzeri amino terminal, von Wilibrand tip C
(VWF-C), tip 1 tekrar (TSR) ve EGF benzeri bolgelerden herhangi birini

veya birkacini icerebilir (Sekil 2.3) [63].
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Sekil 1.3. Trombospondin ailesi

TSP gen ailesi molekiil yapisina gore A ve B olarak iki alt tipe ayrilir.
Trimerik yapidaki trombospondin-1 (TSP-1) ve TSP-2 grup A, pentamerik
yapidaki trombospondin-3, -4, -5 (TSP-3, TSP-4, TSP-5) ise grup B olarak
adlandirithr [64]. VWF; von Wilibrand faktor, TSR; tip 1 tekrar/ properdin
benzeri tekrar, EGF; epidermal blylime faktori/ tip 2 tekrar, Tip 3; tip 3
tekrar/ Ca** baglanma bolgesi.

Gelismekte olan ve yetiskin dokuda bulunan TSP’ler farklidir.
TSP-1, embriyonik doénemin onuncu gininden itibaren dominant
olarak salinir. Daha cok noéral tip, kardiak bag doku ve mezenkimal
dokudan salinir. Pentamerik TSP’ler embriyonik dokuda oldukca
sinirhdir. TSP-3 beyin ve akciger, TSP-4 kornea ve iskelet sistemi,

TSP-5 eklem kikirdaginda daha ¢ok eksprese olur [64-66].

TSP-1 asil olarak trombositlerin o«-grantllerinde bulunur.
Bunun disinda endotel hiicresi, damar diiz kas hicresi, fibroblast,
makrofaj ve keratinositlerde de sentezlenir [67]. Prolifere olan

hiicrelerde yliksek miktarda salinir ve buyime faktorleri (PDGF, FGF)
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ile salinimi artar, proinflamatuar sitokinler (TNF-&, IL-1B) ile

baskilanir [68, 69].

Doku vyaralanmalarini takiben 06zellikle yara kenarinda artis
gosterir. Erken bir artisin ardindan TSP sentezi durdurulur ve
katepsinler, l0kosit elastaz ve ADAMTS1 (A Disintegrin And
Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs) tarafindan parcalanir

[70].

2.3.2. Molekiiler Etkilesimleri

TSP-1 ve TSP-2 endojen anjiyogenez inhibitorleridir.
Ekspresyonlari kanser gelisimi sirasinda kaybolur ve cok eksprese
olmalari timor dokusunun bliyimesini baskilar [71]. Tumor stromasi
tarafindan uretilen TSP diger dokularin kan akimini azaltarak indirekt

olarak timor dokusunun kanlanmasini artirabilir [72].

Matriksteki  yapisal proteinlere ve hiicredeki spesifik
reseptorlerine baglanarak hicre disi ve hiicre ici mekanizmalara etki
ederler. Kollajen ile etkilesim TSP’lerin C terminal ucundan olur. TSP
1, kollajen 5 ve fibrine baglanir, fibrin olusumunu hizlandirir,
fibronektin ile birleserek matrikse dahil olabilir [73-75]. TSP’lerin tip
3 bolgesi cok sayida Ca*+ (kalsiyum) iyonu ile etkilesir. Molekuliin
proteolizise duyarliligini ve hicreye baglanmasini degistirir. TSP1’in
baglanmasi trombin, katepsin ve plazminin katalitik aktivitesini

dusirar [76].
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EGFR2 CD36 CD 47 ~

eNOS ——>NO =>sCG — > cGMP

Sekil 1.4. CD 36 ve CD 47 reseptorleri ile NO inhibisyonu

VEGF (vaskiler endotelyal blylime faktorid)’nin NO (nitrik oksit) sentezini
artirmasina karsilik TSP (trombospondin) bu etkiyi iki reseptdr lizerinden
engellemektedir. CD 36 reseptoriini bloke ederek eNOS (endotel kaynakli
NO sentaz)’'yu inaktive ederken CD 47 reseptori ile sGC(soluble guanilat
siklaz) aktivitesini baskilar.

Duz kas ve endotel hiicrelerinde NO sinyalinin potent
antagonisti TSP1’dir. Bu antagonizmaya iki reseptor aracilik eder; CD

36 ve CD 47 (Sekil 2.4) [77].

Trombosit, monosit ve endotel ylzeyindeki CD 36 TSPI1
reseptoru gibi gorev yapmaktadir. TSP1 in CD 36 ile etkilesimi TGF-
B’nin aktivasyonu ve inflamatuar slirec icin anahtar rol oynamaktadir

[78]. TSP1 eksikligi siddetli inflamatuar cevaba neden olmaktadir [79].
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Notrofil fagositozunu diizenlemek, T regulator hicre cogalmasini

baskilamak gibi yollarla da anti-inflamatuar etki gostermektedir [80].

integral membran proteini olan CD 47 membrani bes kez
kateder. C-terminal ucu TSP’i baglar. Kan hicreleri ve damar
yapisinda yer alan hicrelerde bulunur [81]. TSP1, CD 47 araciligiyla
NO sinyalini inhibe eder. Ayrica Ca++ iyonu lizerinden eNOS ve sGC'yi

reglile eder [82, 83].

2.3.3. Hiicresel Etkileri
Birbirine zit gibi gorinen etkilerinin olmasi bircok baglanma

bolgesinin olmasi ile agiklanabilir.

Hicrelerin matrikse tutunmalari U¢ fazda gerceklesir. TSP’ler
glcli adezyonu engelleyerek hiicre motilitesini saglarlar [84]. TSP-2
yoklugunun derideki kollajen liflerinde dlizensizlik ve frajilitede artisa

neden oldugu bulunmustur [85].

Anjiyostatik etkisini CD 36 ve CD 47 reseptorleri tGizerinden Uc
yolla gerceklestirir. VEGF’ye baglanarak reseptoriine baglanmasini
engeller [86], VEGF reseptoriiniin formunu degistirir veya inhibe eder
[87, 88]. CD 47 reseptori olmayan endotel hiicresi TSP1’in VEGF
reseptor inhibisyonuna direnclidir [89]. TSP1’in CD 47’ye baglanmasi

ayrica integrinlerin de aktive olmasina neden olmaktadir [90].
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Martiks proteazlari olan plasmin, elastaz, urokinaz, MMP-9 ve
MMP-2’yi inhibe ederek ECM’yi stabilize eder. Bu etkisi anjiyostatik

etkisine katkida bulunur [91].

TSP ailesinin besinci Uyesi olan TSP-5, COMP (cartilage
oligomeric matrix protein) inflamatuar siireci ve doku hasarini

gosteren ayiricl bir parametredir [92].

2.3.4. Adacik Hiicresi ve Trombospondinler
Yapilan bircok calismada endotel - endokrin aksinin yetiskin

pankreas adaciklarinda oldugu gosterilmistir.

Bir calismada pankreas adaciklarindan elde edilen saflastiriimis
endotel hiicrelerinin B-hiicre proliferasyonunu stimile ettigi ve bunun
adaciktan salinan VEGF gibi stimulatorlerle olabilecegi gosterilmistir

[93].

ZDF  (zucker diabetic fatty) sicanlardaki adaciklarin
mirovaskiilarizasyonu Ulzerine yapilan baska bir calismada, diyabetik
hale gecmeden o6nce ve diyabet olduktan sonra TSP dizeyleri
Olculmus, diyabetik olanlarda 5 kat artis ve endotelde harabiyetle

birlikte kalinlasma goézlenmistir [94]

Diger bir calisma TSP1 olmayan fare ve wild-tip farelerden
alinan adaciklarda yapilmistir. TSP-/- adaciklarda vaskiilaritede artis
gozlenmistir. TSP 1’in adacik ici damarlanmayi sinirlayarak B-hicre

yetmezligine neden oldugu gosterilmistir [95]. TSP in bu etkisi adacik
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ici damarlanmanin transplantasyon sonrasi sinirli kalmasina da etki

ediyor olabilir [96].

Endotel-adacik  ko-kultir calhismalarn adacitk canliik ve

fonksiyonunda iyilesme ile sonuclanmistir.

2.4. Endoplasmik Retikulum Stresi

Endoplasmik retikulum (ER), lipit ve protein sentezinde
gorevlidir. Niikleusun yakinindan hiicre zarina kadar uzanan membran
toplulugu olan ER, sekretuvar veya yapisal protein haline gelecek olan
polipeptitlerin sentezlendikten sonra katlanma, glukozillenme, disulfit
baglarinin olusmasi gibi post-transisyonel modifikasyona ugradigi

organeldir [97].

ER sitoplazma ici ag sistemidir ve bu agin ici matriks ile
doludur. Bir ucu nukleusun porlarina diger ucu hiicre membranina
uzanan bu ag sistemi ortalama bir hayvan hicresindeki zarl yapilarin
yarisindan fazladir. Pankreasin B-hiicresi gibi endokrin organlarda

granilli ER cok iyi gelismistir ve hayati 6neme sahiptir [98].

Proteinlerin ER’ye alinmasi es cevrimsel bir islemdir. Yani sentez
tamamlanmadan ER’ye alinir. ER sinyal dizisi olan protein
sentezlenirse, ribozom ER zarina yonlendirilir. Bir mRNA (mesajci
ribonikleik asit), ER sinyal dizisinden yoksun bir proteini kodlarsa
ribozom sitozolde serbest kalir ve olusan protein de sitozole bosaltilir

[98].
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ER sinyal dizisinin ER ye yonlendirilmesi SRP isimli sinyal tanima
parcacigi ile gerceklestirilir. SRP- ribozom kompleksi olusunca protein

sentezi ER zarina bagl bir sekilde devam eder.

ER sinyal dizisi bir de protein yer degistiricisi (sec 61) tarafindan
taninir. Sec 61; polipeptit zincirin zardan gecmesini saglayan, ortasi
basik, yuvarlak, (¢ tane transmembran proteininden olusan bir
gozenektir. Bu gozenek sadece polipeptit zincir bulunan ribozom ER

ye tutundugunda acilr.

ER limeninde bulunan oligosakkarit transferaz ile dolikoliin
getirdigi oligosakkarit asparajin amino asitinden proteine baglanir.
ER’de bulunan bir diger enzim olan ve N bagh oligosakkaritlerin
ucuna glukoz ekleyen glukozil transferaz, ayni zamanda proteinin
uygun katlanip katlanmadigina karar veren bir enzimdir. Tam
katlanmamissa oligosakkarite bir glukoz aktarir. Kalneksin ve
kalretikiilin, bir glukozlu tam katlanmamis proteini tanir ve ER’de

proteini tutuklar ve diizeltmeye calisir.

Lipit sentezi icin 6zellesmis olan steroid hormon sentezlenen
leydig hiicresi ve lipoprotein Uretim yeri olan hepatositler gibi
hiicrelerde ise diiz ER cok iyi gelismistir. Detoksifikasyon icin gerekli
olan sitokrom p450 de hepatositlerin diiz ER’sinde bulunur. ER’nin
belirli bolgeleri kalsiyum depolamak icin 6zellesmistir. Bu 6zellesmis

bolgeler de diiz ER’dir [98].



28

ER, protein katlanmasi ve transportundaki rolii nedeniyle Cat2
bagimli molekiiler saperonlar acisindan da zengindir. GRP78/BiP en iyi
bilinen ER saperonudur. Diger ER saperon proteinleri; kalneksin,
kalretikiilin, ERp57 ve GRP94 tiur. Proteinlerin gorevlerini yerine
getirebilmesi icin U¢ boyutlu sekle sahip olmasi gerekmektedir. Bu
asamada bir heykeltiras gibi calisan saperon hayati 6neme sahiptir.

Saperonlarin ¢cok 6nemli gorevleri su sekilde siralanabilir:

1. Ribozomda lretilen proteinlerin zamansiz kivrilmalarina
engel olmaktadirlar. Proteinler dogru yer ve zamanda saperon
sayesinde katlanirlar.

2. Hucrede yanhs sekilde katlanmis proteinler vardir. Saperon
bu yanhs katlanmis olan proteinleri gérerek onlari diizeltir.

3. Bazi onarilmasi miumkin olmayan proteinleri ortamdan

uzaklastirirlar. Bu sekilde hiicrenin zarar gérmesini engeller.

Yapilan bircok calismada 4-fenil biturat (4-PBA), taurin ve
konjuge deoksikolik asit (TUDCA) verilen farelerin ER stresi ile iliskili
hastaliklarinda iyilesme gozlenmistir. Bu maddeler ER saperonlarinin
ekspresyonunu artirarak etki etmektedir. Kanser tedavisinde
kullanilan bazi ilaclarin saperon destegi sagladigi da bilinmektedir

[99-102].

Saperonlardan gelen tim yardimlara ragmen proteinlerin %30’u
uygun sekilde katlanamaz. Bu durumda ER’ye giris yaptiklari yoldan

(sec 61) deglukozillendikleri ve ubikitinlendikleri sitozole geri
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gonderilerek yikilirlar. Buna ERAD -Endoplasmik Retikulum Aracili

Degredasyon- denir (Sekil 2.5).

stoplasma

Sekil 1.5. ERAD (Endoplasmik retikulum aracili degredasyon)

ER limeninde yanlis katlanmis proteinler ilk olarak sitoplazmaya génderilir.
Burada glukozlarindan ayrilarak ubikuitin ile isaretlenir. isaretli protein
proteozomlarca parcalanarak ortamdan uzaklastirilir.

ER stresi, hlicre icin gereken proteinlerin olusturulma ve
katlanma kapasitesi arasindaki dengesizliktir. Dizglin katlanmayan
proteinlerin birikmesi, Golgiye transfer olamamasi ve ER liimeninde

Ca*+* iyonunun birikmesi gibi bircok nedenle meydana gelebilir [103].

Boyle bir durumda ER stresini engelleyebilmek ve ER
homeostazisini tekrar eski haline doéndirebilmek amaciyla UPR
(katlanmamis protein cevabi) yolagi aktif hale gecer ve hiicresel

defans mekanizmalari aktive olur. UPR; ER de yanlis katlanmis
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proteinlerin artmasi nedeniyle ortaya cikan sitoprotektif bir yanittir.
Sitozolde yanlis katlanmis proteinler birikmesi i1s1 sok yanitini uyarir.
Hiicreler yanlis katlanmis proteinlerin miktarini siki bir sekilde kontrol
ederler ve bu mekanizmaya endoplasmic reticulum quantity control
(ERQC) denir. Saperonlar gen ekspresyonunu artirarak ve ER limenine
gelecek yeni proteinlerin miktarini azaltarak bu durumla basa cikmaya
calisirlar. ER stresi engellenemezse hiicreler apoptozise ugrarlar (Sekil

2.6).

ERAD APOPTOZIS

J{/\

katlanmamig proteinler

L,
translasyon < UPR > saperon

transkripsiyonu

Sekil 1.6. ER stresinin aktive ettigi mekanizmalar

ER stresi meydana geldiginde ilk olarak ERAD (endoplasmik retikulum aracili
degredasyon) meydana gelir. Katlanmamis proteinler uzaklastirilamazsa UPT
yolagi devreye girer. UPR (katlanmamis protein cevabi) translasyonda azalma
ve saperon protein transkripsiyonunda artma ile sonuclanir. Kurtarilamayan
hiicrelerde apoptozis meydana gelir.
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ER stresi meydana geldigi zaman ER stresi ile ilgili hicresel

defans mekanizmalari aktive olur (Sekil 2.7). ER stresi cevabi;

1. PERK (Protein-Kinase-RNA like ER kinase) aktivasyonu ile
protein translasyonunu goOsteren elF2a (eukaryotic translation
initiation factor 2 alpha) nin fosforilasyonu,

2. IRE (inositol-requiring 1) ile XBP-1 (X-box- binding-
protein- 1) aktivasyonu ve ATF6 (activating transcription factor 6)
aktivasyonu ile saperon proteinlerinin fazla eksprasyonunu saglamak
ve boylece ER katlanma kapasitesinin artirilmasi,

3. katlanmayan ya da yanhs katlanmis proteinlerin ER icinde
yikima ugratilmasi; ER aracili degradasyon (ERAD),

4. CHOP (CCAAT/enhancer-binding homologous protein)
aktivasyonu ile kurtarilamayan hiicrelerin apoptozise gitmesi

seklindedir [104, 105].

Katlanmamis proteinler birikmeye basladiginda ilk cevap
PERK/elF2a sinyali ile yeni translasyonun azaltilarak ER’nin protein
yukinu hafifletmektir. Heterotrimerik bir protein olan Elf2a, baslangig
kodonu olan met-tRNA’yiI ribozoma tasima isini yapar. PERK ise ER
membraninda yer alan transmembran serin/treonin kinaz enzimidir.
Stres disinda ER saperonu olan Bip bu enzime baglanarak inaktif
formda kalmasini saglar. Stres meydana geldiginde Bip katlanmamis

proteinlere baglanir  ve PERK  trans-otofosforilasyon ve
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oligomerizasyon ile aktiflesmis olur. Sonug¢ olarak PERK, elF2a yi

fosfatlar ve p-elF2a meydana gelir; translasyon inhibe olur [106].

p-elF2a, transkripsiyon faktorleri olan CHOP ve ATF4 (n
ekspresyonlarini artirir. Boylece strese uzun slreli adaptasyonda
protein fosfataz gibi davranan GADD (Growth arrest and DNA
damage-inducible protein 34) genini indlkleyerek p-elF2a’yi

defosforile eder [107, 108].

ER STRESI ER

M-

)

"

XBP1 <XBP1 elF 2a p-elF2a

ATF4

Sekil 1.7. ER stresi yolaklari

ER stresinin uyardigi UPR, (¢ yolagi aktive eder. Bu aktivasyon GRP 78/BiP
gibi bir saperon proteininin aktivite kazanmasi ile meydana gelir. U¢ yolak
sirasiyla ATF 6 (activating transcription factor 6) , IRE1 (inositol-requiring 1)
ve PERK (Protein-Kinase-RNA like ER kinase)’tir. ATF6, aktivite kazanarak
cekirdege gider. IRE1, XBP1(X-box- binding- protein- 1)’i aktive eder. PERK,
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elF 2x (eukaryotic translation initiation factor 2 alpha)’yr ve ATF 4’0 uyarir.
Butun bu proteinlerin genom uzerinde cesitli etkileri vardir.

ER stresine verilen ikinci cevap Bip gibi ER saperonlarla protein
katlanma kapasitesinin artirilmasidir. Bu cevap IRET1/ATF 6 yolagi ile
aktive olur. IRE1, ER membraninda yer alan transmembran bir
endonukleazdir. PERK’e benzer sekilde saperonun cekilmesi ile aktive
olur(Sekil 2.7). Gecici hiperglisemi, post-prandial hiperglisemi gibi,
IRE 1’i aktive ederek proinsiilin seviyelerini yikseltirken uzun sureli
hiperglisemi IRE1’i slrekli aktive ederek insilinin  mRNA
ekspresyonunu baskilar. Uzun sireli hiperglisemide XBP1 spliced
forma donustrken gecici hiperglisemide bu donlsim olmaz. Spliced
XBP1 (XBP-1s), kronik hipergliseminin bir gostergesidir denebilir
[109].

Sarko/endoplasmik retikulum Ca-ATPaz (SERCA) pompasini
inhibe ederek ER stresi meydana getiren ajanlar insilin mRNA
seviyesini azaltir fakat insulin transkripsiyonunu etkilemez. Bu ayni

zamanda IRETs artisi ve B-hiicre apoptozisi ile birliktedir [110].

ER stresi ile indiiklenen transkripsiyon faktorlerinden biri de
ATF 6’dir. ATF 6, 90 kDa agirliginda 670 aminoasitten olusan
transmembran bir proteindir [111]. ER stresi sirasinda ER
membranindan ayrilarak Golgiye transfer olur. Golgide bir proteaz ile
ikiye boltnir, ayrilan parcalardan N-terminal ucu olan kisim niikleusa
gider ve burada saperon proteinlerinin transkripsiyonunu artirir (Sekil

2.7)[112,113].
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insiilinin promotor aktivitesinde inhibisyon bu (¢ yolaktan
(ATF6, IRE1, ve PERK) sadece ATF 6 da goriliur, IRET-XBP1 ve PERK-
elF2x-ATF4 ‘da goriulmez. Adenovirus ATF6 aktivitesini artirarak

instlin transkripsiyonunu azaltmaktadir [114].

Katlanmamis veya vyanlis katlanmis proteinlere ait kiclk
birimlerin yikimi ERAD ile kontrol edilirken, blylk agregatlar

lizozomal yikimla kontrol edilir [115].

ER stresi ile iliskilendirilen bazi hastaliklar arasinda
norodejeneratif hastaliklar, AML (amiyotrofik lateral skleroz),
Parkinson, alzheimer, Huntington, iskemi/reperflizyon hasari olan
hastaliklar, metabolik hastaliklar icerisinde diyabet, obezite ve

inkllizyon cisimcik miyoziti sayilabilir.

Preproinsilin olarak sentezlenen insiilin icin sentez sonrasi
modifikasyonlar oldukca 6nemlidir. ER’de proinsiiline dénustirilerek
stabilite ve biyoaktivitesi icin gerekli disulfit baglari olusturulur.
Bundan dolayi ER stresi nedeniyle katlanmamis olarak kalan instlin B-

hicre disfonksiyonu olarak karsimiza cikar [116].

B-hiicre disfonksiyonu  ve instlin direnci diyabet
patogenezindeki en blylik komponentlerdir. Diyabet patogenezinde
bircok etken yer alir, bunlardan biri de bircok calisma ile gosterilmis

olan endoplasmik retikulum stresidir.
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Willcot-rallison sendromu; nadir gorilen, otozomal resesif
gecisli, PERK gen mutasyonu sonucunda infantil Tip 1 diyabet yapan
bir hastaliktir. Ayni bozukluk PERK-/- farelerde de goérilmektedir.
Endokrin ve ekzokrin pankreas gelisimi normal olmakla beraber

dogum sonrasi B-hicre kaybi gorilmektedir [117].

ER’deki kalsiyum kanallari ile ilgili gende mutasyon sonucu
gorilen Wolfram sendromu olarak adlandirilan B-hiicre kaybi ile giden
ve genc yasta baslayan Tip 2 DM’a neden olan, optik atrofi ve diabetes

insipitusun da eslik ettigi diger bir hastaliktir [118].

Yapilan bir calismada GLP-1 reseptdr agonisti olan exendin-
4’in ATF4 ve CHOP ekspresyonunu artirarak ve GADD34’( uyararak
p-elF2a dizeylerini disurdigiu boylece ER stresine dayanikliligi
artirdigi bulunmustur. Bu calisma GLP-1 sinyalinin ER stresi cevabini

diizenleyerek B-hicre canlihgini iyilestirdigini gostermektedir [119].

CHOP’ta heterozigot bozuklugun farelerde 10-12 haftalik
olduklarinda diyabet gelismesine neden oldugu bulunmustur. Diger
ER stresi cevap mekanizmalarindaki eksikligi modelleyen hayvan

calismalarinda da benzer sonuclar ortaya ¢cikmistir [120].

ER limeninde yer alan saperonlar ve katlanma ile ilgili enzimler
Grp78 (BiP), Grp94, protein disulfit izomeraz (PDI), kalneksin ve

kalretikulindir [98].
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Modern hayat tarzi, enerjiden zengin gida tiuketimi ve fiziksel
aktivitenin azalmasi Tip 2 diabetes mellitus (DM) gorilme sikhgini
artirmistir. Tip 2 DM, mortalite, morbidite ve yasam kalitesinin
azalmasinin en biyuk sebebidir. Obezite ve asiri beslenme gibi artan
metabolik yilke adaptasyon icin pankreas adaciklarinda B-hiicre
kitlesi hiperplazi, neogenez ve hipertrofi gibi yollarla artirthr [121,
122]. Adaptasyon gerceklesmediginde B-hicre fonksiyonu bozulur ve
hiicre 6lumu gerceklesir. Sonucta glukoz toleransi bozulur ve tip 2
DM meydana gelir. Yapilan bircok arastirma B-hicre kaybinin
gliko/lipotoksisite, oksidatif stres ve ER stresinin olusturdugu ic ice
gecmis bir cevap sonucu meydana geldigini gostermektedir [123-

125]
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2. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Protokolii

Deneyde 48 adet 250-300 gr, 3-4 aylik Sprague Dawley disi
sican kullanildi. Sicanlar etik kurallara uygun olarak hazirlanmis
Unitelerde bakilip uygun yem ve su ile beslendi. Deneyler Ankara

Diskapi Yildirirm Beyazit Egitim Ve Arastirma Hastanesi Hayvan Dene

yleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Protokol No: 2013/28) izin
alinmasindan sonra, Pankreas Hiicre Arastirmalari Laboratuari’nda

yapildi.

Her grupta onalti sican olacak sekilde 3 grup olusturuldu;
kontrol 0.saat (kontrol-0), kontrol 24.saat(kontrol-24),
trombospondin(TSP) ve tunikamisin(TUN) gruplari. Bir seferde en fazla
24 hayvandan pankreas izolasyonu yapilabildigi icin deneyler 2 kez
tekrarlandi. izole edilen hiicreler, maddeler (TSP ve TUN) eklendikten
sonra flasklara konularak 24 saat kiiltir ortaminda bekletildi. ilk gin
elde edilen hiicreler (Western Blot calisilacak olanlar hari¢) 24 saat
sonunda -80 °C ‘ye kaldirilarak saklandi. ikinci gin elde edilen
hiicrelerin hepsi 24. saatin sonunda -80 °C ‘ye kaldirildi. Toplamda
21000 hucre elde edildi ve her grup icin izole edilen adaciklar 10
flaskta (700 X10 adacik) toplandi. Her gruptan 3 flask (700X3 adacik)
Western Blot icin kullanildi. Diger adaciklardan glukoz stimilasyonu,
canhihk analizi ve oksidatif hasar parametreleri olan malondialdehit

(MDA), katalaz ve protein karbonil calisildi.
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Kontrol grubuna hicbir madde eklenmedi. ER stresorii olarak
kullanilan tunikamisin 20pug/ml ve trombospondin 200 pM olacak

sekilde flasklara eklendi ve 24 saat kultur ortaminda bekletildi.

3.2. Gerekli Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. izolasyon Cézeltileri

HBSS (+)/Serumlu HBSS; Hank's Buffered Salt Solution Medium
(500ml, Celgro, 99595041) icine 50 ml fetal sigir serumu (FBS, Lonza,
1SBO02H3), 5 ml penisilin/ streptomisin (Biological, 1140757), 5 ml

L-glutamin (Cibco, 1113811) eklenerek +4 °C’de saklandi.

RPMI; Roswell Park Memorial Institute Medium (500ml, Celgro,
99595041) icine 50 ml FBS, 5 ml Penisilin/streptomisin, 5 ml L-

glutamin eklenerek +4 °C’de saklandi.

RPMI 1640 (-); 500 ml’lik RPMI 1640 without L-Glutamine
solisyonunun icerisinden 10 ml alindi. Geriye kalan 490 ml
soliisyonun lizerine 5 ml L-Glutamine ve 5 ml Pen-Strep-Amp ilave

edilerek +4 oC’de saklandu.

Kollajenaz; 200 mg’lik kollagenaz V (Sigma, 011M1260V)
tzerine 50 ml HBSS ilave edilerek hazirlandi. 0,22 pm’lik filtrelerden

gecirilerek -20 °C’de saklandi.
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3.2.2. Florasan Boyalarin Hazirlanmasi
Ditiazon (DTZ, D5130, Sigma); 10 mg DTZ ile 5 ml dimetil
silfoksit (DMSO) karistirilip tizerine 25 ml HBSS eklendi, 0,4 um’lik

filtreden gecirildikten sonra - 20 °C’de saklandi.

Stok Propidium lodide (Pl) cozeltisi (750 pM) : 5 mg Pl, 10 ml
PBS (Phosphate Buffered Saline System) (pH 7,4) sollisyonu icerisinde
cozilerek hazirlandi. +4 °oC’de aliminyum folyo sarili kapta 3 ay slre

ile saklanabilir.

Stok florasan diasetat (FDA) coOzeltisi (24 puM): 1 mg FDA, 100
ml asetonda c¢oziuldi. -20 °C’de aliminyum folyo sarih kapta 3 ay

sure ile saklanabilir.

3.2.3. Trombospondin (TSP)

Thrombospondin human (Sigma, SRP4805, 10upg), 20 mM
sodyum fosfat (pH=6) ve 300 mM NaCl iceren tampon (hazirlandiktan
sonra 0,2 mikronluk filtreden gecirerek steril hale getirildi) icinde
c¢ozuldu. Molekil agirligr 140 kDa olan TSP nin konsantrasyonu 0,16
mg/ ml ve molaritesi 1,14 pyM olarak bulundu. On kat sulandirmak
icin 562,5 pL tampon eklenerek dilue TSP elde edildi. Dilue TSP nin
molaritesi 114 nM oldu. 5 ml lik kultir flaskina eklendiginde

konsantarasyonunun 200 pM olmasi icin her flaska 9 pL TSP eklendi.

3.2.4. Tunikamisin (TUN)
Tunicamycin from Streptomyces (Sigma, T7765, 10MG) 1 ml

DMSO solusyonu konularak c¢oézildid. +4 ©°Cde saklandi.
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Konsantrasyon 20upg/ml olacak sekilde RMPI ile dilie edilerek

kullanildi. Her basamakta filtreden gecirilerek sterilizasyon saglandi.

3.3. Pankreas Adacik Hiicresi izolasyon Protokolii

Her sican icin 0,3/0,3 ml ketamin/ksilazin anestezisi i.m olarak
verildi. Abdominal bolge traslanarak batikon ile silindi. Bas asagida
olacak sekilde steril vyesillerin altina yatirildi. ic oganlara zarar
vermeden abdominal bolge 6nce linea alba lzerinden diz bir kesi ile
daha sonra yanlara dogru V seklinde acildi. Karaciger gazli bez
arasina alinarak gogis kafesine dogru ekarte edildi. Duedonuma
acillan ampulla water klemplendi. Ana safra kanali belirlendi.
Karacigere yakin noktadan duktusa centik atilarak icinde 10 ml
kollajenaz V olan enjektor, PE50 kateteri ile duktusa yerlestirildi. Pens
ile sabitlendi. Sivi yavasca duktusa verilerek pankreas sisirildi. islem
bitince gogus kafesi altindan kalp kesilerek otenazi yapildi. Hizla
pankreas diger dokulardan ayrildi. 50 ml’lik falkonlara konularak tim
islemler bitene kadar buz icinde bekletildi. islemler yaklasik bir saat

surdu.

Pankreas dokusu 37 °C‘de 18 dakika calkalamali su banyosuna
(GFL 1083, Almanya) konuldu. Falkon tipl sallanarak doku
homojenize edildi. Daha sonra yikama islemine gecildi. Uzerine 25
ml’ye kadar HBSS (+) eklendi. 5 saniye hizli bir sekilde sallanarak
karistirildi. 1300 rpm de 3 dakika santrifij (Rotina 420R, Almanya)

yapildi. Sipernatan atilip pellet parcalandi. Bu islem ¢ kez
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tekrarlandi. Ucuincide HBSS eklendikten sonra 0,5 um’lik elekten

gecirildi. Falkon bir kez yikandi ve santrifiij yapildi.

Ekzokrin dokunun endokrin dokudan ayrilmasi amaci ile dansite
soltisyonlari kullanildi. Santrifiijden sonra sipernatan dokilerek pellet
kirildi. Uzerine 5 ml ficoll 1100 (Biochrom L6113) eklenip karistirildi.
10 ml RPMI (-) yavasca eklenerek adaciklarin bu iki soliisyon arasinda
toplanmasi amaclandi. 2400 rpm’de 20 dakika Frensiz santrifiij
yapildi. Pastor pipeti ile 2-3 falkondaki adacik icinde 25 ml RPMI (+)

bulunan falkonlara alindi ve 50 ml’ye tamamlandi.

Elde edilen adacik hiicreleri fikolden arindiriimak amaciyla 2 kez
yikandi. Yikama islemi 1300 rpm’de 3 dakika santrifiij yaparak ve
stipernatanin vakumlu sistemle dikkatli bir sekilde atilmasi ile

gergeklestirildi.

Son yikamadan sonra kiultur sivisi 3 ml’ye kadar vakumlandi ve
adaciklar petri kaplarina aktarildi. Glukoz stimilasyonu ve canhlik
analizi icin ornekler alindi. Kalan adaciklar handpicking yontemi ile
sayildi. Her 700 adacik 5 ml’lik flasklara alinarak toplamda her grup

icin 10 flask kullanildi.

Trombospondin (200pM) ve tunikamisin (20 pg/ml) eklendikten
sonra kontrol grubu ile birlikte 37°C’de ve RMPI icinde 24 saat kiltire

kaldirildir (Sekil 3.1).
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Sekil 2.1. Pankreas adacik hiicrelerinin kiltiire konma asamasi

3.4. Pankraes Adacik Hiicresi Sayimi

DTZ, adacik hicrelerindeki insilin granilleri icinde bulunan
cinko elementine baglanarak kahverengi-kirmizi renk olusturan bir
maddedir. Boylece ekzokrin hiicrelerden ayrilmasi saglanir. Sayim icin
petri kabina konan hiicreler lzerine 100 pyL DTZ eklendi. 10’luk
bliylitmeye ayarlanan i1sik mikroskobu altinda sayilan hiicreler 100

ml’lik pipetlerle toplandi ve icinde RPMI olan tiplere konuldu.

3.5. Canlihk Degerlendirilmesi; Adacik Hicrelerinin
Floresan Boya ile Boyanmasi

Kiuclik petri kabinin icerisine 918 yL PBS (pH 7,4) soliisyonu
koyuldu. Uzerine 90 pL adacik 6rnedi koyuldu. 20 pL FDA stok
solisyonundan, 20 plL’de Pl stok solisyonundan ilave edilerek

karanlik ortamda 5 dakika saklandi ve floresan mikroskobunda 40 X
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blyltmede canhllik belirlendi. Kullanilan floresan boyalarin yeni

derisimleri 0,46 pM FDA ve 14,34 uM PI olur.

Pl, canli olmayan hiicrelerin cekirdegini boyayarak kirmizi renk
verirken FDA, hiicre sitoplazmasini boyayarak canli hiicrelerde mavi

Istk altinda yesil florasan renk verir.

3.5. Oksidatif Hasar Parametrelerinin Degerlendirilmesi

48 sicandan elde edilen hiicreler 3 grup ve 30 ayrn flaskta
toplandi. Bir kismi Western Blot icin kullanildiktan sonra
trombospondin ve tunikamisin gruplarindan yediser, kontrol
grubundan alti 6rnek olmak Uzere toplam 20 o6rnek uzerinden
oksidan parametreler degerlendirildi. Ornekler santrifij yapilarak
medyumlari alindiktan sonra lizerine 700 pL Tris Buffer (pH: 7.4)
eklenerek mekanik homejenizator ve sonifikator ile homojenize edildi.
500 pL homojenat temiz ependorflara alindiktan sonra kalan 6rnek
12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Yaklasik 100-200 pL olan
stipernatanlar ependorfa alindi. Homojenattan MDA, protein karbonil
ve doku proteini calisildi. Sipernatandan katalaz ve doku proteini

analizleri yapildi.

3.5.1.Malondialdehid (MDA) Miktarinin Tayini

Lipit peroksidasyon indeksi olarak kullanilan MDA miktari 90-
100 °C’de tiobarbitiirik asit reaktif urunlerinin elde edilmesi
prensibine gore cahisildi [126]. Homojenize edilen érneklere % 10’luk

triklorasetik asit (TCA) eklenerek iyice karistirildi. Karisim kapakl
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tipler icinde 90-100 °C’de 15 dakika inkibe edildikten sonra tliplerin
hemen sogumasi saglandi. 3000xg’de 10 dakika santrifij
edilmesinden sonra slipernatan kismi alindi. Siipernatan uzerine 2:1
oraninda %0.675’lik tiobarbitiirik asit eklenerek iyi kanstirildiktan
sonra kapaklari kapal olacak sekilde 90-100°C’de 15 dakika tekrar
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hizla sogumalar saglandi ve 532

nm’de kore karsi okutuldu.

3.5.2. Protein Karbonil Miktar Tayini

Protein oksidasyonu protein karbonil miktari olcuimleri ile
degerlendirildi. Metot karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
reaksiyona girmesi sonrasi ortaya cikan 2,4-dinitrofenilhidrazon
olusmasi prensibine gore calisildi [127]. Homojenize edilmis
orneklere %20 TCA eklenmesi sonrasi iyice karistirildi ve 11000x g’de
10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan dikkatlice dokulerek pellet
elde edildi ve bu pellet listiine 2 M HCl icinde hazirlanmis olan 10 nM
2,4-dinitrofenilhidrazin eklendi. iyice karistirildi ve oda i1sisinda 1 saat
inkiibe edildi. inkibasyon %20 TCA eklenerek durduruldu.
11000xg’de 4 dakika santrifij yapildi ve sitpernatan dikkatlice
dokilerek pellet etanol-etil asetat karisimi ile ¢ kere yikandi. Her
yikama sonrasi 11000xg’de 4 dakika santrifiijden sonra sitipernatani
dikkatlice dokiildii. Son asama sonrasi pellet Ustiine 100 mM NaOH
eklenerek olusan 2,4-dinitrofenilhidrazonun 37 °C’de 15 dakika

¢ozilmesi saglandi. 11000xg’de 5 dakika santrifiij ile coziinmeyenleri
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cokertildi ve supernatant ile 6lcim yapildi. Olcim 360 nm’de kore

karsi okutuldu.

3.5.3. Katalaz Tayini

Hidrojen peroksit (H202) bulunan ortamda katalaz yardimi ile
H20: ‘in azalmasi, su ve oksijene donlismesi prensibine gore calisildi
[128]. H202 maksimum i1simayi verdigi 240 nm’de zamana karsi 6lciim

yapilarak katalaz aktivitesi hiz biriminde tespit edildi.

3.5.4. Protein Miktar Tayini
SUpernatan ve homojenattan protein miktari Lowry ydntemi

kullanilarak tespit edildi [129].

3.6. Glukoz Stimiilasyonu ile Insiilin Sentezi

Bu deney icin her flasktan t¢ 6rnek alindi. Adaciklar kiltiirden
cikarildiktan sonra 1 kere 50 ml lik falcon tiipte RPMI (+) ile 2 kere 50
ml glukozsuz RPMI (-) ile yikanarak medyum uzaklastirildi. 6
kuyucuklu petri kaplarina 3,3 mM’lik 5 ml glukozlu besiyerinden ilave
edildi. Uzerine 40 pm por capi olan mesh vyerlestirildikten sonra 25
adet 150 pm boyutunda adacik koyuldu. 37 oC’de CO2 inklubatoriinde

agzi kapali olarak 1 saat inkiibe edildi.

1 saat inkibasyondan sonra 3,3 mM’hk glukozlu besiyeri
eklenen hiicreler besiyerleri ile birlikte, numaralandirilmis ependorf
tlp icerisine alindi. 1800 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tuplerden

900 pL stipernatan dikkatlice temiz bir ependorf tiipline aktarildi.
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Daha onceden 3,3 mM’lik glukozsuz RPMI eklenmis olan 6
kuyucuklu petri kabinin ikinci bolimine 40 pm por capl mesh
yerlestirildi. 25 adet adacik hiicresi meshin lzerine konuldu. 1 saat 37
oC’de CO: inkubatorinde agzi kapali olarak inkibe edildi.
inkiibasyondan sonra adacik hiicrelerinin  bulundugu wellerden
hiicreler besiyerleri ile birlikte, numaralandirilmis ependorf tip

icerisine alinarak -20 °C’ye kaldirildi.

6 kuyucuklu petri kabinin lcinci bolimine 5 ml 16,7 mM
derisiminde glukoz iceren besiyeri eklendi. icerisine 40 ym por capi
olan mesh yerlestirildi. 37 °C’de CO; inklibatoriine agzi kapali olarak
yerlestirildi. Her 15 dakikada bir calkalanarak 1 saat inklibe edildi.
inkiibasyondan sonra adacik hiicrelerinin bulundugu yerden hiicreler,
besiyerleri ile birlikte, numaralandirilmis ependorf tlp icerisine alindi.
1800 rpm’de 1 dakika santriflij edildi. High glukoz olarak isaretlenmis

ependorf tip icerisine 900 pL 6rnek alinarak -20 °C’ye kaldirildi.

insiilin miktar tayini enzim linked immunosorbent assay (ELISA)
yontemi ile yapildi. 90 well plate (Millipore 2101938) icerisine primer
ve sekonder antikorlar konularak hazirlanan ornekler 1,5 saat
karistiricida (shaker; Heidolph 1000, Almanya) bekletildi. Standartlar
10ug/ml, 20 pg/ml ve 40 pg/ml BSA (Andresco, 0332-25 gr)
kullanilarak hazirlandi. 450nm’de koére karsi Elisa cihazinda (Epoch,

USA ) okutuldu.
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3.7. Western Blot Yontemi ve Endoplasmik Retikulum Stres
Belirtecleri

24 saat kultir ortaminda kalan hucreler laminar flow altinda
flasklardan 50ml’lik falkonlara aktarildi. Bu islem sirasinda flaska
yapisan hicreler PBS ile yikanarak toplandi. Her grupta yaklasik 2000
hicre olacak sekilde ¢ ayr tiipe alinan hiicreler iki kez PBS sollisyonu
ile yikandi. Yikama islemi 1300 rpm’de 3 dakika santrifljle coktiirme
islemini takiben kultir medyumunun atilarak yerine PBS soliisyonu
eklenmesiyle gerceklestirildi. Serumlu RPMI alinarak yerine serumsuz
PBS  konulmasiyla  hiicre disi  proteinlerin  uzaklastirilmasi

amaclanmistir.

Son yikamada ependorf tliplere alinan PBS sollisyonu icindeki

hiicreler protein elde etme islemi boyunca buz icinde tutuldu.

Hicreden Protein Elde Etme ve Miktar Tayini

4000 rpm’de 4 dakika santrifij yapilarak hticreler cokturuldi.
PBS solisyonu tamamen uzaklastirildi. Hiicre zarini parcalamak
amaciyla kullanilan Lysis Buffer (CelLyticMcell lysis reagent Sigma)
(her grup icin 100 pL, toplamda 300 pL) icine 30 pL proteaz inhibitori
ve 30 pL fosfataz inhibitori konularak karistirildi. Bu sayede aciga
cikan sitoplazmik proteinlerin ve fosfatli bilesiklerin parcalanmasi
onlenmis oldu. Bu karisim her ¢ grup hilicreye paylastirildi. Hicre
ekstraktlarinin Uzerine yaklasik 110 pL lizis kokteyli konuldu. 15

dakika kanstirarak  bunun icinde bekletildi. Daha sonra
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parcalanmamis hiicreler de olabilecegi dusunulerek sonifikasyon
(Bandelin electronic , Germany) islemi uygulandi. Her grup 3 kez 3’er

saniye sonifike edildi.

14000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek stipernatan ile hiicre
membran parcalari ve diger artiklarin ayrismasi saglandi. Sitoplazmik
proteinlerin toplandigi slpernatan alinarak temiz ependorflara

konuldu.

Protein miktar tayini icin bradford yontemi kullanildi. Tml
comassie blue (Thermo scientific, USA) lzerine 15 pL 6rnek eklendi,
vortekslendi ve 15 dk beklendi. Spektrofotometrede (pharmospec
1700 Shimatzu) 595 nm dalga boyunda kore karsi okutuldu. Cikan
sonuclar 1 pg/ml nin tGzerinde olmasi nedeniyle 1,5 kat sulandirildi.
daha 6nce sigir serum albumini (BSA) ile olusturulan standart egrisine
gore absorbansa karsilik gelen konsantrasyon degerleri hesaplandi.
Her kuyucukta 20 pg protein olacak sekilde ylklenmesi gereken

hacimler MS Excel’de hesaplandi.

Yiiklenecek proteinlerin goriunir hale gelmesini saglayan
sample buffer ve proteinleri negatif yukle kaplayarak jelde yliriimesini
saglayan %5’lik B-merkapto etanol (BME) karisimi hazirlandi. 1:1
oraninda ornekle karistirildi. 2 kat protein miktari seyreltilmis oldu.
Bu deneyde 4X sample buffer kullanildigi icin seyreltme 4/3 oraninda

oldu ve son yiukleme miktari da ona gore hesaplandi.
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Son olarak 6rnekler 5 dakika 95°C derecede tutularak proteinler

primer yapiya donustiruldi. Boylece proteinler yliritmeye hazir hale

gelmis oldu.

Sekil 2.2. Yurutme oncesi proteinlerin jele yliklenmesi

Yiritme (Running)

Yiriutme icin sodyum dodesil sulfat (SDS) solisyonu 2 jel
seviyesine kadar tankin icine dolduruldu. Jel (Biorad, USA 10well) yesil
bant ve tarak dikkatlice cikarildiktan sonra vylritme aparatina
yerlestirildi ve aparatin ici de SDS ile dolduruldu. Kuyucuklar SDS
soliisyonu ile yikanarak akrilamit kalntilarindan arindinildi. ilk

kuyucuk bos birakildi. Daha sonra sirayla belirte¢ (3ul), kontrol
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(20pL), tunikamisin (18uL) ve trombospondin (18uL) gruplarindan
ornekler sirayla iki kez yuklendi (Sekil 3.2). Son kuyucuk da bos
birakildi. Once 140 voltta 5 dakika daha sonra 200 voltta yarim saat
yuritme islemi gerceklestirildi. Proteinlerin jelin sonuna kadar

yaradiagi gorilince yariatme durduruldu. Ve jel gorintisit alindi

(Sekil 3.3).
—
-
Sekil 2.3. Yurutme sonrasi jel goriintlsu
Transfer

Jelden membrana transfer islemi icin semi-dry transfer sistemi
kullanildi (Transblat Turbo Biorad, USA). Membran (Biorad PVDF,10
well) altta jel Gstte olacak sekilde hazirlandi, iki 1slak span¢ arasina
yerlestirilerek kapali sisteme transfer islemi icin konuldu ve yedi
dakikada transfer islemi gerceklesti. Membranin 6n ylizi, sol Ust

koseye bir centik atilarak isaretlendi. Tekrar jel goriintisi alinarak
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proteinlerin membrana aktarilmis oldugu dogrulandi. Jel bos olarak

goruntulendi.
Bloklama

50 ml tris bazli sodyum-twenn 20 (TBS-T) icine 2,5 gram yagsiz
sut tozu konularak %5’lik st tozu hazirlandi. Protein transfer edilen
membran kicuk bir kaba alinarak icine yaklasik 20 ml kadar %5’lik
siittozu konuldu. 1 saat karistiricida bekletildi. Boylece membranda
proteinin olmadigl bolgeler sit tozu ile kapatilmis oldu. Transfer olan

proteinlerin yerlerinde kalmasi saglandi.
Primer Antikor Eklenmesi

Bloklama islemi bitince membran ikinci belirtecin tam 6ninden
ikiye kesildi. Her iki membran parcasi 6n ylzi isaretlemek amaciyla
sol Ust koseden bir miktar kesildi. ilk olarak XBP1 (SantaCruz, sc-
7160) ve P-elF2a (Cell Signalling, Ser51) antikorlari 1/ 200 oraninda
%5’lik sut tozunun icinde hazirlandi. Membranlar seffaf posete
yerlestirildi, ¢ tarafi kapatildi. Primer antikorlar membranlarin 6n
yuziine gelecek sekilde eklendikten sonra dordinci kenar da
kapatilarak +4 °C derecedeki karistiriciya konuldu. Bir gece burada

kaldi.

Daha sonra ayni sekilde ayni membranlara aktin (Cell Signalling,

1/10000) ve daha sonra da CHOP (Cell Signalling, 2895S, 1/100)-
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elF2a (Cell Signalling, 9722S, 1/1000) antikorlari membranlarin 6n

yluziine eklenerek goriintilendi.

Sekonder Antikor Eklenmesi

2. glin kanistiricidan alinan membranlar 3’er kez 5 dakika (3X5’)
Tris Buffered Saline with Tween 20 (TBST) sollisyonunda yikandi.
Boylece baglanmayan primer antikorlar uzaklastiriimis oldu. Daha
sonra 1/5000 oraninda sekonder antikor hazirlandi. Aktin ve XBP1
icin anti-mouse antikoru (Cell Signalling, 7076S, 1/5000), CHOP ve P-
elF2a rabbit kaynakli oldugu icin anti-rabit antikorlari kullanildi (Cell
Signalling, 7074S, 1/5000). 4 ml sit tozu icine 0,8 pL sekonder
antikor ve belirteclerin goriinir hale gelmesi icin 0,4uL strep tagtin
(1/10000) membranlarin 6n yuziine eklendi. Sekonder antikor
kendisine horse radish peroksidaz (HRP) enzimi bagh olan ve substrat
ile tepkimeye girerek 1sima meydana getiren, primer antikora

baglanan bir antikordur.

Seffaf poset icine konan antikorlar 1 saat oda isisinda
karistirncida  (shaker) bekletildi. Fazla sekonder antikorlari

uzaklastirmak amaci ile 3X5’ TBST sollsyonunda tekrar yikandi.
Goriintileme

HRP ile reaksiyona girerek 1sima meydana getiren substrat (ECL;
enhanced chemiluminescence) temiz bir ylizeye her membran parcasi

icin 1,5 ml olacak sekilde damlatildi. Membranlarin onylzi ECL ile
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temas edecek sekilde konuldu ve 5 dakika beklendi. Gorilintiileme
cihazi (ChemiDoc MP, Biorad, USA) calistirilarak chemi Hi Sensitive

ayarlandi. 3 dakika boyunca goérinti alindi.

Biorad Analiz programi kullanilarak elde edilen bantlarin

hacimleri hesaplandi.

Western blot yontemi, boyutlar belli proteinlerin doku veya
hiicrede bulunup bulunmadigi ayrica bantlarin aktine oranlanmasi ile

de proteinlerin miktari hakkinda bilgi verir.

3.8. istatistiksel analizler

SPSS programi ile yapilan analizlerde 6lclilebilen parametrelerin
once Shapiro Wilks testi ile dagilimlarina bakildi. Veri analizlerinde
dagilimlarin homojen olmasi dolayisi ile parametrik testler kullanildi.
Tek yonli varyans analizi  ve post hoc testlerden Tukey ile
degerlendirildi. P<0,05 olan sonuclar anlaml olarak kabul edildi ve

sonuclar ortalama + standart sapma olarak verildi.
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3. BULGULAR

4.1. Western Blot Sonuclari
Tunikamisin ile hiicrelerde ER stresi olusturulduktan sonra
western blot yontemi ile ER stresi belirteclerine bakildi. Belirtec olarak

XBP1, elF 2a/p-elF 2a ve CHOP antikorlari kullanildi.

Yapilan deneylerde elF 2a/p-elF 2a ve CHOP’a ait bantlar birkac
farkl konsantrasyonda kullaniimasina ve yontemdeki

modifikasyonlara ragmen gorilemedi.

XBP1’e ait bant goriuntisu Sekil 4.1°de gorilmektedir.

Kontrol Tunicamisin TSP

50 kDA———

S e <— A ktin (42 KDa)

37 kDA —

25kDa

TN . e XBP1(27KDa)

Sekil 3.1. PVDF membrandaki aktin ve XBP1 bantlarinin goriintisu

Aktin 42 kDA(kilo Dalton) ve XBP1 27 kDA’ gorilmektedir. Gruplara gore
bant kalinliklari degisiklik gostermektedir.
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Sekil 4.1°’de goriulen membran gorintisiinde, belirtecler ile
belirlenmis seviyedeki bantlara ait buyutklikler gosterilmektedir.
Proteinlerin boyutlari aktin icin 42 kDa ve XBP1 icin 27 kDa dur. Bant

seviyeleri aktin ve XBP1 icin beklenen bolgelerde gorilmektedir.

Tablo 3.1. Aktin ve XPB1 Bant Hacimleri

Band No. Gruplar Aktin XPB1 XPB1/Aktin
Lane 1 Kontrol 416856 223014 0.5349905
Lane 2 TN 761232 549428 0.721761565
Lane 3 TSP 1266648 521400 0.411637645

Her grupta ortaya cikan aktin ve XBP1 icin bant hacimleri analiz
edilmistir. Buna go6re kontrol grubunda XBPlin aktine orani
(223014/416856) 0,5 iken; ER stresoriu olan tunikamisinin verildigi
grupta bu oran (549428/761232) 0,7’ye cikmistir. TSP verilen grupta

oran (521400/1266648) 0,4 olarak bulunmustur (Tablo 4.1).
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Sekil 3.2. Gruplardaki XPB1 /Aktin oranlari karsilastirmasi.
XBP1; X box binding protein 1, TN; tunikamisin, TSP; trombospondin.

Sekil 4.2°de belirtildigi Gizere, XPB1/Aktin’in kontrol grubundaki
degeri 1 kabul edilerek yapilan oranlamada, tunikamisinin kontroliin

1,4 kati ve trombospondin kontroliin 0,7 kati oldugu gorilmektedir.

4.2. Florasan Boyama (FDA/PI) ile Canlilik Sonuclari

Kontrol, tunikamisin (20pg/ml) ve trombospondin (200pM)
gruplarindan 0. ve 24. Saatlerde alinan hiicre orneklerinden PI/FDA ile
yapilan canlihk analizi sonuclar Sekil 4.3 - 4.7 ile Tablo 4.2’de

gosterilmektedir.



Sekil 3.3. Kontrol grubuna ait izolasyon sonrasi inkiibasyon dncesi

canlilik incelemesi

Sekil 4.3’teki ilk kare boyama 6ncesi, ikincisi FDA ve Ucincusi

de Pl boyamaya ait 1simalari gostermektedir. Resimde yer alan (c

adacik icin elde edilen FDA i1simasina gore canlilik yuzdeleri %94,4 ile

%91 arasinda degismektedir.

Sekil 3.4. Kontrol grubuna ait izolasyon sonrasi inkiibasyon éncesi

canlilik incelemesi
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Sekil 4.4’teki ilk kare boyama o6ncesi, ikincisi FDA ve Ucincusi
Pl boyamaya ait i1simalari gostermektedir. Resimde yer alan dort
adacik icin elde edilen FDA 1simasina gore canlilik yuzdeleri %92 ile

%87 arasinda degismektedir.

Sekil 3.5. Tunikamisin ile endoplazmik retikulum stresi olusturulan

gruptan adacik ornegi

Sekil 4.5’teki adacik Ornegine ait resmin ilk karesi boya
olmadan, ikincisi FDA boyamasinin isimasini ve uglincisi Pl boyamasi
Isimasini gostermektedir. Canlilik ylzdesi %80 FDA i1simasi olarak

Olctulmiustur.
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Sekil 3.6. Tunikamisin ile endoplazmik retikulum stresi olusturulan

gruptan adacik ornegi

Sekil 4.6’da yer alan resmin ilk karesi boya olmadan, ikincisi
FDA boyamasinin 1simasini ve Ucuncust Pl boyamasi i1simasini

gostermektedir. Canhlik vyizdesi %72,7 FDA 1simasi olarak

Sekil 3.7. 24. Saatte TSP eklenen hiicrelerin canlilik durumu

Olctulmiustur.

Sekil 4.7’de yer alan ilk resim boyama oncesi, ikinci resim FDA

boyamasinin 1simasini ve uclinci resim ise Pl boyamasinin isimasini
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icermektedir. Canlihk ylizdesi FDA 1sima oranina gore hesaplanmis ve

bu 6rneklerde %96,4 ile %85,5 arasinda degismektedir.

Tablo 3.2. Gruplara gore canlilik ortalamalari.

% canlilik ortalama = standart deviasyon

Kontrol-0 92,3 +1,9¢
Kontrol- 94,6 + 2,9¢
24

TN-24 86,0 = 5,5ab.d
TSP-24 93,3 + 1,5¢

Her grup icin n=10. a; P<0,05 Kontrol-0’dan farkl, b; P<0,05 Kontrol-
24’den farkli, c; P<0,05 TN-24’den farkli, d; P<0,05 TSP-24’den farkli.

Kontrol grubunda canlilik ortalama %93 iken ER stresor olarak
bilinen tunikamisinde 86,0+5,5’'ya dusmdistir. Trombospondin
grubunda ise canliik kontrole oldukca benzer (93,3+1,5)

bulunmustur (Tablo 4.2).
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Sekil 3.8. Gruplarin canlilik yiizdeleri

Adaciklarin izolasyon ginine gore uc¢ farkh kiltiir ortaminda 0. ve 24
saatlerdeki inkibasyonlari sonrasi FDA/PI boyamasi ile canlilik yluzdeleri. a;
P<0,05 Kontrol-0’dan farkli, b; P<0,05 Kontrol-24’den farkli, c; P<0,05 TN-
24’den farkli, d; P<0,05 TSP-24’den farkli. Her grup icin n=10.

Sekil 4.8’e gore 24.saatte bakilan TN grubu canhlik ylizdesi
(86,0+5,5), O.saat (92,3 = 1,9) ve 24. saatte (94,6+2,9) bakilan
kontrol canhlhk vyizdesinden ve TSP-24 canhlik vylzdesinden
(93,3+1,5) anlamh olarak farkli bulunmustur. ER stresine neden olan
tunikamisin canhhgi azaltirken, trombospondin canlilik tzerine etki

etmemektedir.
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4.3.Insilin indeksi

Yiksek ve dusuk glukoz diizeylerinde sentezlenen insilin
miktarlarinin oranlanmasi ile instlin indeksi elde edilmistir. Buna gore
(Sekil 4.9 ve Tablo 4.3) 0O.saat kontrol grubundaki insilin indeksi
(5,74 + 1,40) 24.saattekinden (3,01 = 0,67) daha fazla bulunmustur
(P<0,05). TN ve TSP verilen adaciklarin 24.saatteki instlin indeksi
(1,24+0,08 ve 1,20+0,13) kontrol grubundakilere gore oldukca

dusik bulunmustur (P<0,05).

b,c,d

4 - a,c,d

instiliin indeksi

a,b a,b

Kontrol-0 Kontrol-24 TN-24 TSP-24

Sekil 3.9. insilin indeksleri

Yiksek ve dusik glukoz uygulamasinda salgilanan insilin dizeylerinin
oranlamasi ile elde edilen insiilin indeksi sonuclari. a; P<0,05 Kontrol-0’dan
farkli, b; P<0,05 Kontrol-24'den farkli, c¢; P<0,05 TN-24’den farkl, d;
P<0,05 TSP-24’den farkli. Her grup icin n=5.
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Tablo 3.3. Gruplarin insilin indeksleri.

insilin indeksi

Kontrol-0 5,74 + 1,40b.cd
Kontrol-24 3,01 = 0,672cd
TN-24 1,24 + 0,08ab
TSP-24 1,20 + 0,132ab

Her grup icin n=5. a; P<0,05 Kontrol-0’dan farkh, b; P<0,05 Kontrol-
24’den farkli, c; P<0,05 TN-24’den farkli, d; P<0,05 TSP-24’den farkli.

4.4, Oksidatif Stres Parametreleri
Kontrol, tunikamisin ve trombospondin verilen gruplardan
alinan hicrelerle malondialdehit (MDA), protein karbonil (PC) ve

katalaz diizeyleri protein miktarlarina gore oranlanarak hesaplandi.

MDA diizeyi, TN verilen grupta (0,310 = 0,081) TSP verilen
gruptan (0,194 + 0,084) ve kontrolden (0,203 + 0,043) daha fazla
bulunmustur (P<0,05). TSP grubu ile kontrol grubu arasinda fark

gozlenmemistir (Sekil 4.10 ve Tablo 4.4).
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Malondialdehit
0.45 -

0.4 - ac
0.35 -
0.3 -
0.25 -

nmol/mg prot

0.1 -
0.05 -

Kontrol TSP

Sekil 3.10. MDA dizeyleri

Uc farkli kultir ortamindaki adacik hicrelerindeki malondialdehit
dizeylerinin toplam protein miktarina oranlari. a; P<0,05 Kontrolden farkli,
b; P<0,05 TN’den farkl ve c; P<0,05 TSP’den farkli. Kontrol grubu icin n=6,
TN (tunikamisin) ve TSP (trombospondin) guplari icin n=7.

PC diizeylerinde de benzer sonuclar gorilmektedir. Tablo 4.4 ve
Sekil 4.11°de gosterildigi gibi TN verilen grupta (8,41 + 1,29) kontrol
grubu (6,37 = 1,23) ve TSP (6,25 = 0,65) verilen gruba gore PC

diizeyi fazla bulunmustur (P<0,05).
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Protein Karbonil
12 -

10 - ac

nmol/mg prot
o

Kontrol TN TSP

Sekil 3.11. Protein karbonil diizeyleri

Her grup icin protein karbonil diizeylerinin toplam proteine orani. a; P<0,05
Kontrolden farkli, b; P<0,05 TN’den farklh ve c; P<0,05 TSP’den farkl.
Kontrol grubu icin n=6, TN (tunikamisin) ve TSP (trombospondin) guplari
icin n=7.

Tablo 3.4. Oksidatif parametreler

Malondialdehit Protein Karbonil

(nmol/mg prot) (nmol/mg prot)
Kontrol 0,203 + 0,943b 6,37 =+ 1,23b
TN 0,310 + 0,081ac 8,41 + 1,29ac
TSP 0,194 + 0,084b 6,25 + 0,65°P

Kontrol grubu icin n=6, TN (tunikamisin) grubu ve TSP (trombospondin)
grubu icin=7. a; P<0,05 Kontrolden farkh, b; P<0,05 TN’den farkh ve c;
P<0,05 TSP’den farkli.
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4. TARTISMA

Tip 1 diyabet patogenezinde gosterilen mekanizmalardan birisi
de proinflamatuar sitokinler (IL-1B, TNF-a, IFN-gama) nedeniyle
meydana gelen ER stresinin B-hiicre 6limine neden olmasidir. ER
stresi meydana gelen adacik hiicresinde katlanmayan ya da yanlis
katlanmis protein birikimi nedeniyle insulinin sentezlenmesini
engelleyen mekanizmalar devreye girer. Boylece hem fonksiyon hem

de canlilik kaybina neden olmaktadir.

ER stresini indikleyen bircok madde mevcuttur. Deneysel olarak
en cok tercih edilen maddeler tunikamisin ve tapsigargindir (Tqg)
[130]. Tg, SERCA yi1 inhibe ederek Ca*2 geri alimina engel olur ve ER
da biriken Ca+? ER’da strese neden olur. Tunikamisin de N-
glikolizasyonu inhibe ederek ER stresine neden olmaktadir [131].

Bizim calismamizda da ER stresor olarak tunikamisin kullaniimistir.

Tunikamisin ~ dozu  olarak  c¢esitli  calismalarda  farkli
konsantrasyonlar tercih edilmistir. izole fare pankreas adacik hiicreleri
ile yapilan bir calismada 5 pg/ml TUN kullanilmistir [132]. Bu
calismada her petride 25-30 adacik bulunmaktadir. Yine izole fare
adaciklari ile ER stresi olusturulan bir deney modelinde 1ug/ml TUN

dozu tercih edilmistir [133].

Bizim calismamizda 20pg/ml TUN kullanilmistir. Bu degerler
kulture konan hicre sayisi ile iliskili olarak tercih edilmektedir.

Calisma oncesi yaptigimiz 6n denemelerde TUN dozu olarak Tug/ml,
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2pug/ml [134], 5pg/ml, 10 ug/ml ve 20 pg/ml dozlar denendi ve en

net bantlar 20 pg/ ml de elde edildigi icin bu doza karar verildi.

ER stresi parametrelerini gostermek icin kullanilan bircok
godsterge vardir. Bunlardan bazilari PERK, IRE1, ATF 6, ATF 4, CHOP,
XBP1, p-elF 2a ve BiP’dir (GRP 78). ER stresi aktivasyon yolagi g6z
onine alindiginda PERK’in aktive olmasi elf 2a’nin p-elF 2«’ya
dontsiminid ve ATF 4’0, IRET’in aktive olmasi XBP1’i ve ATF 6’nin
aktive olmasi da saperon (BiP) artisini uyarir. CHOP aktivasyonu
apoptotik sureci gosterir. Yaptigimiz calismada ER stresi belirteci
olarak CHOP, XBP1 ve p-elF 2a tercih edildi. Bitin yolaklar icine
alacak bir arastirmanin daha saglikli olmasi nedeniyle bizim
calismamizda ER stresi mekanizmasinda yer alan uc¢ yolaktan her

birine ait birer belirteg secildi.

Secilen belirteclerin antikor konsantrasyonlarini referans
makalelerden alindi [133, 135]. Fakat yapilan 6n calismalar antikor
konsantrasyonunu belirlemede daha etkili oldu. Daha 6nce yapilan
calismalarda primer antikorlar icin 1:100-1:1000 arasi, sekonder
antikorlar icin 1:2000 oraninda kullaniimasi tavsiye edilmektedir.
Bizim calismamizda CHOP ve XBP1 icin 1:200, elf 2a/ p-elf 2a icin
1:500 oraninda primer antikor kullanildi. Sekonder antikor orani arka

planin daha net olmasi icin 1:5000 olarak ayarlandi.

Adacik hiicre canlihgr TUN verilen grup icin diger gruplardan

dusik bulundu. Yapilan bircok calisma da ER stresinin hiicre canliligi
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tzerinde olumsuz etkilerini gostermistir [136, 137]. Pankreas adacik
hiicresinde oldugu gibi [138] renal ve alveolar epitel hiicresinde Tg ve
TUN verilerek yapilan bir calismada canlilik sonuclarn benzer
bulunmustur [139]. ER stresi meydana gelen hiicrede apoptotik yol
uyarilarak ve bazi proteinlerin ekspresyonlarindaki artis nedeniyle

hiicre 6limu goriulmektedir [140].

Yaptigimiz calismada TUN verilen hiicrelerde insilin saliniminda
azalma meydana geldi. ER stresinin fonksiyon kaybina neden
oldugunu gosteren benzer calismalar mevcuttur [141]. ER stresi, ATF
6 Uzerinden insilin gen ekspresyonunu azaltarak [114] ve sentez

basamagini etkileyerek [142] fonksiyon kaybina neden olmaktadir.

ROS bircok hastalikta oldugu gibi diyabet ve
komplikasyonlarinda da rol almaktadir [143]. Yuksek ROS miktari
diyabetik nefropatide epitel disfonksiyonu, interstisyel makrofaj
filtrasyonu ve yag hiicresi apoptozisi ile iliskili bulunmustur [144,
145]. Oksidan - antioksidan mekanizma parametreleri arasinda
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH), katalaz, MDA
ve PC yer almaktadir. Anti-inflamatuar bir enzim olan SOD seviyesi
boy-kilo indeksi ve insiilin direnci ile yakindan ilgilidir. Adipositlerde
yapilan bir arastirma Tg ile olusturulan ER stresinin SOD seviyelerini
dustrdiguni gostermistir [130]. Adacik hicrelerinde yapilan bir
calismada ROS’un ER stresi tzerindeki etkisi de gosterilmistir [141].

SOD gibi diger anti-oksidan enzimler olan GSH ve katalaz da pankreas
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adacik hiicresinde az miktarda bulunmaktadir. Pankreas adacik
hicresi oksidatif hasara cok duyarhdir. Bizim calismamizda enzim
miktarinin az olmasi dolayisiyla hiicre sayisinin olcim icin yeterli
olmamasi nedeniyle bu enzimlerden sadece katalaza bakildi fakat

aktivite olculemedi.

Yaptigimiz calismada TUN ile ER stresi olusturulan hiicrelerde
lipit peroksidasyon indeksi olan MDA ve protein oksidasyonunu
gosteren PC’de artis gozlenmistir. Hiperglisemi, obesite ve
inflamasyon durumlarda hicrede oksidatif stres ve ER stresi
uyarilmakta bu da hiicresel hasar ve patolojiler ile sonuclanmaktadir
[146]. ER stresi ve oksidatif stres baglantisi cesitli hiicrelerde
(pankreas beta hicresi, hepatosit, diz kas hiicresi) vyapilan

arastirmalarda gosterilmistir [147, 148].

Son vyillarda vyapilan calismalarla pankreas adacik endotel
hicrelerinin parakrin etkilesim ile adacik kitlesini ve fonksiyonunu
dizenledigi gosterilmistir. Trombospondin, temelde trombosit
grantullerinde bulunan fakat endotelden salinimi godsterilmis olan
multifonksiyonel bir molekuildir. Adacik endotelinden salinan TSP1’in
damarlanma ve fonksiyon (zerinde ©nemli etkileri mevcuttur.
Ekstrasellliler matrikse baglanan bir glikoprotein olan trombospondin
ayni zamanda protein yapidaki ilk anjiyogenez inhibitoridir [149].

VEGF ve MMP-9 gibi proanjiyogenetik faktorleri inhibe ederek ve bu
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faktorlerin endotel Uzerindeki reseptorlerini bloke ederek anti-

anjiyogenik etkisini gostermektedir [150].

TSP’nin adacik fonksiyonunu arastiran ve TSP-/- farelerde
yapilan bir calismada 10-12 haftalik ve 1 yasinda insilin saliniminin
azaldigi ve 1 yasindan sonra bu fonksiyon bozuklugunun kalic
oldugu go6sterilmistir [151]. Bu calismada TSP’nin olmamasi pankreas
gelisiminde onemli roli olan TGF-B’nin azalmasina yol acarak
pankreasta morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden oldugunu
savunulmaktadir. Bu calismanin aksine yaptigimiz calismada TSP’nin
kontrol hiicrelerine gore insilin sekresyonunu azalttigini bulduk. Bu
farkliligin nedeni deney modellerinin ayri olmasi (in vivo/ in vitro) ve
bizim calismamizda TSP’in diger faktorlerden izole olarak verilmis
olmasi olabilir. TSP ile ilgili yapilan bircok calisma in vivo olarak

tasarlanmis ve bu calismalarda TSP-/- kemirgenler kullaniimistir.

Ayrica TSP’in insllin sekresyonunu azaltarak fonksiyon kaybina
neden olmasinin oksidatif stres veya ER stresi ile olmadigi sonucuna
ulastik. Buradaki sonuclar insiilin sentezinde artisla beraber
saliniminda bir bozukluk olabilecegini disiindirmektedir. Ekzositoz
asamasinda bir bozukluk meydana gelmis olabilir. TSP’lerin sitokinleri
ve blylime faktorlerini baskiladigi bilinmektedir [152]. Ayrica
adipositlere yag asiti alimini diizenleyen reseptor, TSP1’in baglandigi
CD 36’dir [153]. Bunun disinda hicresel adezyon, migrasyon ve yara

iyilesmesi gibi hiicresel bircok mekanizmada rol alan multifonksiyonel
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bir molekil olan TSP’in heniiz aydinlatiimamis bircok fonksiyonu

olabilir [154-156].

Bizim calismamizda TSP dozu olarak 200pM tercih edildi. TSP in
plazma konsantrasyonu yaklasik 200 pM dir [157]. Bu calismada doz
ayarlamasi icin TSP’in 100, 200 ve 500 pM konsantrasyonlarinda
denemeler yapildi. Dozlar arasinda herhangi bir farklilik goriulemedigi
icin plazma konsantrasyonunda kullanilmasinin yerinde olacagi
dusitnildi. Bizim tercih ettigimiz 200 pM ise plazmanin en fazla iki
katina yakin bir doz oldugundan dolayi fizyolojik diizeylerde kalinmis

olmasini sagladi.

Yaptigimiz calismada TSP’in pankreas adacik hiicre canliligini
etkilemedigi bulundu. TSP’in kanser hiicresinde otofajiyi uyardigi ve
anjiyogenezi inhibe ederek timoriin biyiumesini engelledigi bircok
calismada gosterilmistir [158, 159]. Fakat normal saghkli bir hicrede
plazma dizeyindeki TSP’in canlihk Uzerinde olumsuz bir etkisi
gosterilmemistir. Yara iyilesmesinde [160] oldugu gibi plazma
konsantrasyonundaki TSP kompanzatuar mekanizmalar ile dokunun

yeniden sekillenmesini desteklemektedir.

ER stresinin akut aktivasyonu hicreyi koruyucudur fakat bu
stirecin uzamasi hiicre 6liimiine neden olmaktadir [161, 162]. TSP1 ve
TSP4’iin ER icerisinde bulundugu ve ER stresine adaptasyonu
destekledigi gosterilmistir [163]. TSP’ler kardiak dokunun yeniden

sekillenmesini destekler ve enfarktlise cevapta rol alirlar [164]. TSP in
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bulunmadigi durumlarda yaslanmayla meydana gelen kardiak
hastaliklarda ve strese cevapta artis gosterilmistir [164]. Bu sonuclar
TSP’lerin  koruyucu ER stresi cevabini uyardigini fakat ER stresi
belirteclerinde artisa yol acmadigini  gostermektedir. Bizim
calismamizda da pankreas adacik hicrelerinin kultirine eklenen
plazma dizeyindeki TSP’in ER stresi belirtecini (XBP1) artirmadigi

sonucuna ulasildi.

Nanomolar diizeyindeki TSP1 in diiz kas hiicrelerinde oksidatif
parametrelerde artisa neden oldugu ve bunun CD 47 lzerinden
gerceklestigini gosteren calismalar bulunmaktadir [165]. Bir baska
calismada sinaptogenez ve santral sinir sistemi onariminda rol alan ve
astrositlerden salinan TSP1’in oksidatif stres ile azaldigi tespit
edilmistir [166]. Fakat pankreas adacik hiicresinde TSP’lerin ROS’larini
artirdigina dair bir calisma bulunmamaktadir. Ayrica TSP’in nanomolar
dizeyinde verilmis olmasi da bunda etkili olabilir. Bizim calismamizda
200 pM olarak kullanilan TSP, pankreas adacik hicrelerinde MDA ve

PC diizeylerinde bir degisiklik meydana getirmedi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada  pankreas adacik  kultirine  eklenen
trombospondinin adacik hiicre canlihigini olumsuz etkilemedigi fakat
fonksiyon kaybina neden olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Fonksiyon
kaybinin oksidatif stres veya ER stresi ile degil ekzositozda veya farkl

bir mekanizmada bozukluk nedeniyle olabilecegi dustinulmustur.

Endotelden salinan bircok faktor diger endokrin organlar gibi
pankreas adacik hiicresini de yakindan ilgilendirmektedir. Ozellikle
beta hicrelerinin organizasyonu g6z oOniline alindiginda endotel-
endokrin aksinin 6nemsenmesi gerektigi anlasiimaktadir. Endotel
hiicresi ile yapilan ko-kiltiir calismasi adacik hiicrelerinin canhlik ve
fonksiyonunu olumlu etkilemektedir. Endotelden salinan hangi
faktorin buna neden oldugunun bulunmasi ve varsa olumsuz
etkenlerin tespit edilmesi gerekmektedir. Son vyillarda yapilan bircok
calismada trombospondinin 6zellikle anjiyogenezi baskilamasi ve
adacik hicresine etkileri izerinde durmaktadir. Multifonksiyonel olan

bu molekuliin NO uzerindeki inhibisyonu da oldukca dikkat ¢ekicidir.

Ayrica kultir ortaminin iyilestirilmesi pankreas adacik hicre
nakillerinin sonuclarindaki iyilesme icin sarttir. Bu sebeple endotel

kaynakl TSP in kultir ortamindaki etkisi arastiriimistir.

Hucrelerin kiltlir ortamindaki inklibasyon sliresi 48 saate

cikarilabilir. Boylece bu calismada gozlenemeyen p-elF 2a ve CHOP
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gibi ER stresi belirtecleri da gorilebilir ve TSP etkisi daha net

anlasilabilir.

TSP dozu olarak daha yliksek konsantrasyonlar kullanilarak
nanomolar diizeyleri de denenebilir. Boylece bazi durumlarda artis
gosteren TSP’nin pankreas adacik hiicresi Gzerinde olumsuz etkileri

olup olmadigi arastirilabilir.

Pankreas adacik hiicrelerinde ER stresi meydana getirmek icin
tunikamisin disinda tapsigargin, yiuksek glukoz ve yag asiti gibi farkl
bir indikleyici ajan kullanilmasi sonuclarin daha saglikli olmasini

saglayabilir.

Deneylerin in vivo olarak da vyapilmasi c¢ikan sonuclarin

karsilastirilmasi acisindan oldukca faydali olacaktir.
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