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TESEKKUR

Tip2 Diabetes Mellitus tiim diinyada son 3-4 dekadda goriilme siklig1 en ¢ok artan bulasici
olmayan hastaliklarin basinda gelmektedir. Etyopatogenezde ¢evresel faktorler cok dnemlidir.
En ¢ok iizerinde durulan etyolojik neden kalorisi yliksek besinler ile beslenme aliskanlig1 ve
obezitedir. Metabolik yiik olusturan bu yasam tarzi, pankreas B-hiicrelerde
glukolipotoksisiteye ve buna bagli endoplazmik retikulum stresine yol agarak diabetes
mellitus kliniginin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bilinmektedir. Biz bu tez ¢alismamizda 3-
hiicre i¢in metabolik yiike neden olan glukotoksisite/lipotoksisite/glukolipotoksisitenin
endoplazmik retikulum tizerinde gosterilmis etkileri disinda, Golgi cisimciginde de adaptif

ve/veya maladaptif molekiiler olaylar zincirini baslatabilecegini gostermek istedik.

Bu tez ¢alismami planlar ve gergeklestirirken, Tibbi Biyoloji doktora egitimim siiresince bana
her zaman destek olan, her zaman yanimda oldugunu bildigim, paha bigilmez tecriibesi ve
emegi ile bilimsel hayatimda utkumu agan tez danismanim, degerli hocam ve dostum,
Baskent Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Prof. Dr. F.Belgin
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sonsuz tecriibe ve bitmez tilkkenmez enerjisi ile yorulmay1 bilmeyen ¢ok degerli hocam,

arkadasim Dog. Dr. Hasibe Verdi’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora egitim siirem boyunca bilgisini ve tecriibesini hi¢bir zaman esirgemeyen degerli

hocam Prof. Dr. Erkan Yurt¢u’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1’nda biiyiik sabir ve 6zveri ile laboratuvar
caligmalarimiza yardimei olan, engin deneyimlerini bizle paylasan arkadaslarim Uzm.

Bio.Yaprak Yal¢in ve Pinar Baysan’a ozellikle ¢cok tesekkiir ederim.

Hayatimin bu son 6grencilik doneminde karsima ¢ikan, doktora egitimime baglamama vesile
olan, temiz kalpli, gercek dostum, kader arkadasim Prof. Dr. Sibel Kinik’a her zaman

yanimda oldugu i¢in tesekkiir ediyorum.



Bize doktora yapma imkani sunan, vizyonu, tecriibesi ve hep hosgoriisii ile yolumuza 11k

tutan rektoriimiiz Prof. Dr. Ali Haberal, iyi ki varsiniz.
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OZET
Neslihan Bascil Tiitiincii

‘B-hiicre golgi cisimciginin glukolipotoksisiteye stres yamtr’

Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, 2019

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM) etyopatogenezinde genetik ve gevresel faktorlerin rol
oynadigi 6nemli bir hastaliktir. Tip2DM ortaya ¢ikmasi i¢in pankreas -hiicre sayisinda
ve/veya fonksiyonunda yetersizlik gelismesi gerekmektedir. B-hiicre kaybina neden olan en
onemli faktor glukolipotoksisite ve buna bagli gelisen endoplazmik retikulum stresidir. -
hiicre gibi sekretuvar hiicrelerde, endoplazmik retikuluma yansiyan her stresin Golgi
cisimciginde de hissedilmesi beklenmektedir. Endoplazmik retikulumdan gelen sekretuvar
proteinlerin ileri modifikasyonu, vezikiiler transportu ve sekresyonunu siirdiirebilmek igin
Golgi cisimciginde de adaptif veya maladaptif molekiiler degisikliklerin gergeklesmesi tahmin
edilmektedir. Daha 6nce yapilmis ¢caligmalarda, Golgi cisimciginde fonksiyon kaybina neden
olan toksik kimyasallarin (Brefeldin A, Golgicide A, vb) bu organeli strese sokarak bir takim
adaptif stres cevabi baslattiklar1 ve bu siirecte spesifik birtakim proteinlerin (ARF4,
CREB3/TFE ve HSP 47 gibi) ifadelenmesinin ve/veya aktivitesinin arttigi gosterilmistir.

Bu kapsamda bu calismada INS-1E rat -hiicre hatt1 kullanarak hiicrelerde palmitat, glukoz ve
glukoz +palmitat ile lipotoksisite/glukotoksisite/glukolipotoksisite olusturarak Golgi stresi
yaratildi. MTT testi ile hiicrelerin canlilik oranlar1 bakildi. Daha sonra metabolik stres
altindaki hiicrelerde literatiirde tanimlanmis stres proteinlerinin transkript diizeyinde
ifadelenmesi incelendi. Her kosulda 8.,16., 24. ve 48. saatlerde Golgi cisimcigi yapisal
genlerinin, glikozilasyon genlerinin, ARF1, HSP47, CREB3 ve ARF4 genlerinin ifadelenme
kat artis1 degerlendirildi. Sonug olarak bu ¢alismada INS-1E rat B-hiicrelerinde
lipotoksisite/glukotoksisite/glukolipotoksisite sonrasi ilk saatlerde Golgi cisimcigi
glikozilasyon enzimlerinden st3gall ifadelenmesinin ve golcisidlere cevapta dnemli rol aldig:
bilinen HSP47 (Serpinl)’in ifadelenmesinin arttig1 tesbit edilmistir. Metabolik toksik ortam
uygulamasinin 48.saatinde yani hiicre canliliginin azaldig1 gec saatlerde, CREB3
ifadelenmesinin anlamli olarak arttig1 gosterilmistir. Bu ¢aligma literatiirde B-hiicrelerinde
glukolipotoksisitenin golgi cisimcigine etkilerini irdeleyen ilk ¢aligmadir. Caligmamizin daha

ileri ¢aligmalara 151k tutacag diistiniilmektedir.



Anahtar kelimeler: Golgi Aparati, CREB3/Luman, ARF4, HSP47, ARF1

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
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desteklenmistir.



ABSTRACT

Neslihan Bascil Tiitiincii

‘B-cell golgy body stress response to glucolipotoxicity’

Baskent University Institute of Health Sciences, Medical Biology Doctorate Thesis, 2019
Type 2 Diabetes Mellitus is an important disease with diverse polygenetic and enviromental
factors in etiopathogenesis. Over the past decades, the central role of pancreatic [3-cell
dysfunction and loss have become increasingly appreciated. Glucolipotoxicity and its
contribution to endoplasmic reticulum stress has been postulated to the worsening -cell
function and survival. In cells with high capacity of secretory function, work load on ER is
assumed to be reflected to Golgi apparatus. Factors leading to ER stress is expected to
converge adaptive and/or maladaptive changes in Golgi structural proteins, enzymes and
secretory function. In this regard, there are documented Golgi stress proteins (TFE , HSP 47
CREB3/Luman, and ARF4,) of which genetic expression and/or activity have been increased

after derangement of Golgi function with golcisides like Brefeldin A, Golciside A etc.

We hypothesized that glucolipotoxicity in diabetes can trigger a Golgi stress response in
pancreatic B-cells. In order to test a Golgi stress response in B-cells of a diabetic metabolic
millue, we tried to create lipotoxicity/glucotoxcitiy/glucolipotoxicity in INS-1E rat B-cells with
palmitic acid, glucose and both together and investigated the expression of the genes

documented as Golgi stress proteins before in the literature.

In this context palmitic acid, glucose and both together were applied to INS-1E rat -cells and
analysed at 8", 16™, 24" and 48™ hours. MTT assay was used for cell viability analysis.
Expression rates of Golgi structural proteins, Golgi glycosylation enzymes, ARF1, HSP47,
CREB3 ve ARF4 proteins were measured in all experimental conditions. In our study we
determined an increase in expression levels of Golgi glycosylation enzyme stgall and HSP47
in the 8th hour of all experimental conditions. In the 48th hour, when the viability of most cells
were lost, expression rate of CREB3 was found to be increased.

Our study is the first one in English literature which investigated Golgi stress response in 3-

cells under lipotoxicity/glucotoxicity/glucolipotoxicity. HSP47 and CREB3 were found to be

\



important mediators of Golgi stress response in B-cells under metabolic stress. In this regard,

this study will form basis for further studies dealing with Golgi stress in diabetes mellitus.

Key Words: Golgi Apparatus, CREB3/Luman, ARF4, HSP47, ARF1

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project No:
DA16/30) and supported by Baskent University Faculty Research Fund.
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ERGIC: ER-Golgi intermediate kompartmani
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G: Glukoz

GASE: Golgi apparatus stress response element

GCA: Golgisid A

GBF1: GTP baglayan faktor 1

GLUT?2: Glukoz transporter 2

HSP 47 (Serpinl): Heat-shock protein 47 (Serpin family H member 1)
IRE-1: Inositol requiring enzyme 1

MafA: bazik bolge 16sin fermuar

MTT: [3-(4,5-dimetildiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolium Bromid] (MTT) Sitotokstite Testi
NFATc : aktive T lenfosit-sitoplazmik niikleer faktorii

N-SMase: N-sfingomyelinaz

OASIS: old astrocyte specifically induced substance

OSBP: oksisterol-baglayan proteinler

PA: Palmitik asit

PERK: PKR-like eucaryotic initiaiton factor 2a kinaz

P14K: Fosfotidil Inositol 4 Kinaz



PI4P: Fosfotidil-inositol-4-phosphate

PI13K: Fosfotidil-inositol-3-kinaz
PDX-1:Pankreas-Duodenum homeobox-1

Serpin: Serin proteaz inhibitori

SP: Sinyal peptidi

SIAT4A : Sialiltransferaz 4A

SIAT10: Sialiltransferaz 10

SMS1 & 2: sfingomyelin sentaz 1 & 2;

smpd1: Asid Sfingomyelinaz,

smpd2: Noétral sfingomyelinazl,

smpd3: Notral sfingomyelinaz 2
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SR: Serine repeat motif
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Tip2 DM: Tip 2 Diabetes Mellitus

TFE: basic-helix-loop-helix tipi bir transkripsiyon faktorii
UAPI1L1: UDP-N-asetilheksozamin fosforilaz-like 1

VAP: vesicle-associated membrane protein-associated proteins
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MALZEMELER

Hiicre Kiiltiirii:

Besi yeri: Sigma, RPMI Medium R0883, Amerika

BSA: Sigma A6003 , Amerika

Deney tiipii (15ml): Greiner, 188261, Avusturya
Dimetilsiilfoksit DMSO):Sigma,D9170, Amerika

Flask (96 kuyu): Starlab, CytoOne 96 well plate, CC7682-7596, ingiltere
Flask (25cm?): Falcon, 353108, ingiltere

Fosfat Tuz Tamponu: Sigma, D1408, Amerika

Fotal Dana Serumu (FBS): Sigma, F7524, Amerika
Hepes: Sigma, H3784, Amerika

Hiicre Dondurma tiipleri: Greiner bio-one, 2ml, Avusturya
L-Glutamin: Sigma, G6392 (200mM, 50ml) , Amerika
NaOH: Sigma, S2770, Amerika

2-Merkaptoetanol:Merck, ES-007-E, Amerika

Sodyum Piriivat (100mM): Sigma, S8636, Amerika
Palmitik asit: Sigma, P0500, Amerika
Penisilin-Streptomisin: Sigma, P4333, Amerika
Tripsin-EDTA (%0,25): Sigma, T3924, Amerika

[3-(4,5-dimetildiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolium Bromid] (MTT) Sitotokstite Testi:
MTT tozu: Roche, 11465007001, Isvicre

RNA izolasyonu

RNA izolasyon Kiti: Qiagen, RNeasy mini kit,74104, Amerika
Dietil piro karbonat, DEPC: Sigma, D5758, Amerika
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1. GIRIS:

Tip 2 Diabetes Mellitus (Tip2DM) etyopatogenezinde genetik ve ¢evresel
faktorlerin rol oynadigi morbidite ve mortalitesi oldukga yiiksek dnemli bir
hastaliktir. Tip2DM tiim diinyada son 3-4 dekadda goriilme siklig1 en ¢ok artan
bulasici olmayan hastaliklarin basinda gelir. Ulkemizde TURDEP I ve TURDEP 11
calismalari ile yaklasik 10 yil kadar bir siire i¢inde Tip2DM prevalansinda %90
civarinda artis oldugu tesbit edilmistir (1,2).

Yetersiz B-hiicre insiilin salgist ile karakterize Tip2DM patogenezinin
poligenetik oldugu bilinmektedir. Tip2DM prevalansinda hizli artig olmasi,
etyopatogenezde ¢evresel faktorlerin agir bastigi goriisiinii desteklemektedir. Bu
faktorlerden en ¢ok tlizerinde durulan gene son dekadlarda hizla artan obezite
sorunudur. Ulkemizde oldugu gibi tiim diinyada obezite goriilme siklig1 yilda % 2-4
artig gosterirken, Tip2DM siklig1 da yilda yaklasik %2-3 artis gostermektedir (1-7).

Tip2DM ortaya ¢ikmasi i¢in pankreas B-hiicre sayisinda ve /veya
fonksiyonunda yetersizlik gelismesi gerekmektedir. Saglikli bir erigkin, erken
eriskin yasta yaklasik ortalama 1-2 g B-hiicresine sahiptir. Genetik ve ¢evresel
faktorler bu miktar belirler. Pankreas B-hiicre sayisinda farkli cevresel faktorlerin
etkisi ile apoptoz veya nekroz sonucu progresif azalma gergeklesir. B-hiicre kaybina
neden olan en 6nemli ¢evresel faktorlerin baginda metabolik toksik ortam olusturan
hiperglisemi ve hiperlipidemi gelir. Bu metabolik toksik ortam glukolipotoksisite
olarak adlandirilir (8).

Genetik yatkinligin varligi B-hiicresinin ¢evresel olumsuz kosullara
adaptasyonunu belirler. Tip2DM goriilme sikliginin 6ngdriilenin ¢ok tizerinde hizla
artisinin en dnemli sebebinin ¢evresel faktorlerin beta hiicre fonksiyonu iizerindeki
olumsuz etkileri oldugu kabul edilmektedir. Gene son yillarda hizla artan obezitenin
en onemli cevresel faktor oldugu diisiiniilmektedir. Obezite yag kiitlesinin
artmasidir. Yag kiitlesinin artis1 sonucu insiilin direnci gelisir. Insiilin direnci

gelistikten sonra dokularda glukozun metabolize edilememesi s6z konusu olur.



Insiilin direnci nedeni ile adipositlerde lipoliz artar, karaciger ve kas dokusu basta
olmak {izere farkli organlarda ektopik yaglanma gelisebilir. Tiim bu metabolik
olaylarin sonucunda ise hiperglisemi ve hiperlipidemi ortaya ¢ikar. Obezite ile ortaya
¢ikan insiilin direnci sonucu B-hiicresi 6glisemiyi saglayabilmek i¢in daha fazla
insiilini sentez ve sekresyon yapar (5-7).

Obeziteye ikincil ortaya ¢ikan Tip2DM vakalarinda glukolipotoksisiteye baglt
olarak B- hiicrelerinde 6nce fonksiyonel sonra da yapisal degisikliklerin
gergeklestigi birgok hayvan ve klinik ¢alismalarda gosterilmistir. Bunlar i¢inde en iyi
bilineni B-hiicresinde endoplazmik retikulum (ER) stresidir (9,11) .
Glukolipotoksisitenin 6zellikle pankreas B-hiicrelerde ER stresine neden oldugu
gosterilmistir. Endoplazmik retikulum stresi gelismesi ile insiilin sentez ve salgisinda
azalma ile B-hiicrede fonksiyon kayb1 gelisir. Daha sonraki siiregte ise B-hiicre
apoptozisi gerc¢eklesir. Eksojen insiilin tedavisinin gerektigi bu asama artik geri

doniisiimii olmayan sathadir (9-13).

2. GENEL BILGILER

2.1.Pankreas B-hiicresi Ozellikleri:

Pankreas bilindigi tizere endokrin ve ekzokrin pankreas olarak iki ayr1 islev
goren fonksiyonel kisimlardan olusur. Pankreasin %95°1 sindirim sistemi ile ilgili
enzimleri salgilayan ekzokrin pankreas hiicrelerinden olusur. Endokrin pankreas
olarak adlandirilan kisim ise pankreasin %5’ini olusturur. Pankreas i¢inde yerlesmis
endokrin hiicre topluluklarini ifade eden Langerhans adaciklar1 1969 yilinda Paul
Langerhans tarafindan bulunmustur. Bu adaciklarin ¢ap1 200 pm dir (8). Tiim
pankreasta daginik bulunurlar. B-hiicrelerin toplam hacmi ise tiim pankreas doku
hacminin %1-2 sini olusturur. Pankreas dokusu i¢inde ekzokrin ve endokrin pankreas
dansite ve ekojeniteleri farklilik géstermez, bu nedenle goriintiileme yontemleri ile
taninmalar1 zordur. Nadir otopsi ¢aligmalarindan elde edilen B-hiicre kitlesi ile ilgili
veriler fonksiyonel beta hiicre kitlesini gosteremez (glisemi, insiilinemi, B-hiicre
fonksiyonu degerlendirilmediginden). insanda ortalama tahmini pankreas adacik
sayist: 3,2-14,8 milyon ve adacik hacmi 0,5-2,0 cm3’diir. Pankreas adaciklarinda
mevcut hiicre toplulugunun % 60’11 insiilin salgilayan B-hiicreleri olusturmaktadir.

Glukagon salgilayan a- hiicreler yaklasik %30’unu ve kalan yaklasik %10 kadar



hiicre toplulugunu somatostatin salgilayan delta hiicreleri, pankreatik polipeptid
salgilayan gamma hiicreleri ve Ghrelin salgilayan epsilon hiicreler olugturmaktadir
(8).

B-hiicresinin baglica gorevi glukoza bagli olarak uygun miktarda insiilin
salgilamaktadir. Bu sayede plazma glukoz seviyesi normal limitler i¢inde tutulabilir.
B-hiicresi plazma membraninda bulunan ve ancak yiiksek plazma glukoz
seviyelerinde (Km yliksek olan) aktif hale gegen glukoz tasiyicilari araciligi ile
(GLUT?2), plazma glukozunu sitoplazmaya tasir. Sitoplazmada glikoliz ve daha sonra
mitokondride oksidatif fosforilasyona giren glukoz sayesinde B-hiicresinde ATP
tiretimi artar. Plazma glukoz seviyelerinin yiikselmesine ikincil B-hiicresi
sitoplazmasina aktarilan glukozun metabolizmasi sonucu ATP artis1, daha sonra
hiicre membraninindaki ATP-bagimli potasyum kanallarinin kapanmasina ve
dolayisi ile potasyumun hiicre disina ¢ikiginin engellenmesine neden olur. Hiicre igi
elektrokimyasal dengenin pozitif yiik olusturacak sekilde bozulmasi, voltaj bagimli
kalsiyum kanallarinin agilmasina ve hiicre i¢ine kalsiyum girisine neden olur.
Sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonun artis1 ise, insiilin tagtyan matiir sekretuvar
vezikiillerin hiicre membranina taginmasi ve salgilanmasini saglar. Hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonun artist ayrica kalsiyum-bagimli serin threonin fosfataz olan
kalsineurinin aktif hale gegmesine neden olur. Bu fosfotaz aktif hale gegince, NFATc
(aktive T lenfosit-sitoplazmik niikleer faktorii) isimli transkripsiyon faktoriinden bir
fosfat koparir ve bu transkripsiyon faktoriiniiniin niikleusa gecisini saglar. NFAT
birtakim genlerin transkripsiyonunu saglar. Bu genler insiilin sentez ve sekresyonu,
B-hiicresi proliferasyon ve matiirasyonu ile ilgili islevsel proteinleri kodlayan

genlerdir (14).

2.2.Diabetes Mellitus, Pankreas B-hiicresi ve Endoplazmik Retikulum:

ER bilindigi iizere proteinlerin post-translasyonal modifikasyonu, katlanmasi
ve yeni sentezlenen sekretuvar proteinlerin olgunlagsmasini saglayan ¢ok 6nemli bir
organeldir. Bu fonksiyonlar1 gerceklestirebilmesi i¢in ER i¢inde organele 6zgii
bircok saperon protein ve katlanmayi katalizleyen enzimler vardir. Sadece dogru

katlanmig proteinler Golgi cisimcigine gonderilir ve orada daha ileri



modifikasyonlara ugrayarak olgun protein haline geldikten sonra vezikiillere
aktarilir. Normal fizyolojik sartlar altinda B-hiicresinde ER iginde protein miktar: 100
mg/ml’ye ulasabilir. Bu miktarin ise %50’den fazlas1 proinsiilin molekiiliidiir. Daha
az oranda ise proinsiilin ile birlikte ve proinsiiliine gore 1:10 oraninda sentezlenen
diisiik molekiiler agirlikli protein proamylindir (15,16).

Glinliik instilin sekresyonunun yaklasik yaris1 6giinler arasindaki siirede
salgilanan ve viicutta anabolik etkilerden sorumlu bazal insiilin sekresyonudur. Kalan
yarist ise 6giinle birlikte salgilanan insiilindir. A¢likta salgilanan bazal insiilin
miktar1 az da olsa, B-hiicresi proteomunun biiyiik bir kismini gene proinsiilin
biyosentezi olusturur. Insiilin biyosentezi INS geninin transkripsiyonu ve
preproinsiiline translasyonu ile baslar (6). N-ucundan C-ucuna bu prekiirsor peptid
sirast ile sinyal peptidi (SP, rezidii 1-24), insiilin B-zinciri (rezidii 1-30), C-peptid
(rezidii 1-31) ve bunun 2 adet dibazik kesim bdolgesi ve insiilin A-zinciri (rezidii 1-
21). Yeni olusan preproinsiilinin sinyal peptidi ER membranina yonlenmesini saglar
ve burada ko-translasyonel translokasyon ile ER liimenine girer (17 ).

Proinsiilin monomerlerinin katlanmasi ve dimerizasyonu ER de gerceklesir.
ER liimende proinsiilin disiifid baglarin olugsmasi ER limende bulunan birkag
oksidorediiktaz enziminin rediiksiyonu sayesinde ger¢eklesir. Proinsiilinin A ve B
zincirleri arasindaki disulfid baglar, proinsiilinin ii¢ boyutlu hale gelmesini ve
stabillesmesini saglar. Ancak bu halde stabil proinsiilin molekiiliiniin, Golgiye dogru
ilerleyebilmesi miimkiin olur. Stabil haldeki {i¢ boyutlu proinsiilin molekiiliinde
hidrofobik ko-rezidiileri molekiiliin i¢ kisminda saklidir. Bunun yanisira C(B19)-
C(A20) disiilfid bagi i¢ kisimda tam olarak gizlenememistir. Benzer sekilde C(b7)-
C(A7) bagt hemen hemen tamamen dis yiizeyde acik bulunur. Bu kisim thiol
saldirisina hedef olarak proinsiilinin {i¢ boyutlu yapisinin destabil hale gelmesine
neden olabilir (9,12, 13, 18,19, 20).

Tiim hiicrelerde oldugu gibi hiicrelerin yeni sentezledigi proteinlerin hemen
ticte biri dogru katlanamaz ve bunlar ya tekrar dogru katlanmaya zorlanir ya da
elimine edilir. Proinsiilin i¢gin ise ER de dogru katlanamamis olan proinsiilinlerde,
hidrofobik kordaki yapiskan (baska molekiilerler ile hizli reaksiyona girebilen)
rezidiiler molekiiliin dis kisminda teshir edilebilir, veya gene bu dogru katlanmamais

bazi proinsiilinlerin dis ylizeyindeki eslesmemis veya yanlis eslesmis sistein thioller



farkli intermolekiiler interaksiyonlar agisindan tehlike olusturur. Bu hatali katlanan
proinsiilinler, dogru katlanmis proinsiilinlerle reaksiyona girerek insiilin sekresyon
miktarini azaltabilir (9, 11,12, 20)

Stabil haldeki dogru katlanmis proinsiilinler daha sonra Golgi cisimcigine
taginir. Golgi cisimciginde olgunlasmamis sekretuvar vezikiillere aktarilir ve orada
¢inko araciligi ile insiilin dimerleri daha fazla birleserek stabil insiilin hekzamerleri
haline gelir. Gene bu sekretuvar vezikiillerde proteaz ile C-peptid kesilip ayrilir.
Daha sonra ise aradaki dibazik rezidiileri karboksipeptidaz E ile kesilir. Insiilinin bu
son hali, matiir sekretuvar vezikiillerde depolanir (19).

Metabolik yiikiin arttig1 ve kronik hiperglisemi varliginda proinsiilin ve
proamylin sentezi artar. Bu durumlarda endoplazmik retiikulumda bu proteinlerin
fazlaligi, organellerde bu duruma adaptif mekanizmalarin gelisimi i¢in gereken
uyarilari hareketlendirir ( 9, 21). Bu mekanizmalar yetersiz olur ise endoplazmik
retikulum stresi ortaya ¢ikar ve insiilin sekresyon fonksiyonu ve daha ileri asamada
apoptozis so6z konusu olur ( 10, 12, 13).

Endoplazmik retiikulumda artan yiik, katlanmamis protein cevabinin tetikler.
Bu mekanizma ile endoplazmik retikulumda artan protein yiikiiniin yarattig stresin
hiicreye zarar vermeden basedilebilmesi hedeflenir. Endoplazmik retikulumda
katlanmamig proteinlerin tetikledigi cevaplar endoplazmik retikulum membranina
bagl birtakim sensor proteinlerin aktive edilmesi ile baglar. Bu ER membranina
bagli transmembran proteinler IRE1, PERK (PKR-benzeri ER kinaz), ATF6 dir (13,
14, 15, 22-24) .

Bu sensor proteinler aktive olduktan sonra B-hiicresi niikleusuna ilettikleri
sinyaller aracilig1 ile ER’ye 6zgii proteinlerin sentezinde artig, saperon protein
sentezinde artis, ER membran lipid sentezinde artig, translasyonun regiilasyonu,
proteinlerin dogru katlanabilmesi i¢in gereken yardimci proteinlerin sentezinde artisi
saglar (Sekil 1). Sonug olarak artan yiikii karsilayabilmesi icin ER’de genisleme,
hipertrofi s6z konusu olur. Metabolik stres ile ER {izerindeki stres bu yol ile bertaraf
edilemez ise gene IRE1, PERK, ATF6 aracilig1 ile B-hiicresinde apoptozis baslatilir
(22-25).
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Literatiirde Tip2 DM siirecinde B-hiicre fonksiyon ve kitlesindeki kayb1
aydinlatmaya ve etyopatogeneze yonelik ER stresi ile oldukga fazla ¢calisma
mevcuttur. Molekiiler diizeyde glukolipotoksisitenin -hiicre ER stresine ve ileri
asamalarda katlanmamis protein yanitinin hiicrenin kaybina yol agtig1 bilinmektedir
(26,27).

Bu patolojik siiregte B-hiicresi Golgi cisimciginde neler oldugu ile ilgili

literatiirde belirsizlik s6z konusudur.

2.3. Diabetes Mellitus, Pankreas f-hiicresi ve Golgi Cisimcigi:

2.3.1. Saghkh bireyde Golgi cisimcigi:

Golgi cisimcigi (Golgi aygiti: Golgi kompleksi) ilk defa olarak 1897 yilinda
Italyan fizik¢i Camilio Golgi tarafindan bulunmustur. Membranla gevrili ve
endomembran sisteminin bir pargasi olan bu organel Golgi cisimcigi olarak
adlandirilmistir (28). Golgi, ER den gelen proteinlerin daha ileri islendigi ve
endozom, lizozom, plazma zar1 ve salgi gibi nihai hedef bolgelerine gitmek iizere
siiflandirildiklart bir fabrika gibi islev goriir. Golgi cisimcigi bunlara ek olarak

glikolipidler ve sfingomyelin gibi lipid molekiillerinin sentezlendigi organeldir.



Hiicrelerde Golgi, zarla ¢evrili, yassilasmis keselerden (sarniglar:cisternae) ve
bunlarla iliskili vezikiillerden olusmustur (28).

Golgi cisimciginin dikkat ¢eken bir 6zelligi, islevsel ve yapisal olarak bariz
bir polaritesinin bulunmasidir. ER’den gelen proteinler disbiikey yapida ve genellikle
niikleusa bakan tarafta yerlesik, cis yliziinden (giris yiizli) giris yaparlar. Sonra
Golgi’nin iginden gecerek trans yiiziinden (¢ikis yiizii) ¢ikarlar. Proteinler Golgi
iginden gectikleri sirada modifiye edilirler ve hiicre i¢indeki son hedeflerine
tasinmak tizere tasnif edilirler. Genel olarak Golgi’nin yapisal ve islevsel olarak bes
bolmeden olustugu kabul edilir (Cis Golgi agi, cis, medyal ve trans alt bdlmeler ve
trans Golgi ag1). Belirli protein isleme ve siniflama olaylarinin, Golgi cisimciginin
farkli bolgelerinde sirali islemler dizisi olarak gergeklestigi izlenmektedir. ER-Golgi
ara kompartmanindan gelen proteinler, protein- lipid ve polisakkarid
modifikasyonlarinin basladigi cis Golgi agina gegerler. Buradan daha ileri
modifikasyonlarin gerceklestigi Golgi katmanlari, medyal ve trans bélmelerinde
ilerlerler. Modifiye protein, lipid ve polisakkaridler, endozom, lizozom, plazma zar1
ve hiicre disina gidecek sekilde siiflandirilarak dagitim merkezi olarak islev géren
trans Golgi agina gegerler.

Proteinlerin hangi mekanizma ile Golgi i¢inde hareket ettigi konusunda iki genel

model tizerinde durulmaktadir:

e Kararl sarnig¢ (stabil cisternae) modelinde, proteinler, Golgi sarniglari
arasinda vezikiiller aracilig1 ile taginmaktadirlar. Vezikiiler transport sz
konusudur. Buna gore Golgi sarniglari kararli yapilardir. Bu kararli Golgi
sarniclarinda, yani bu 6zel suborganel i¢inde burada gérev alan farkl
proteinler yerlesmistir. Kendi i¢lerinde gorev yapan aktif enzimler ya burada
tutulmakta ya da bir geri doniisiim dongiistiyle tekrar kullanima
sunulmaktadir. Kargo proteinleri bir sarnigtan digerine anterograd COPII
vezikiilleri i¢inde taginirlar. Golgi proteinleri ise COPI vezikiillerinden digari
atilir ve gorev yerleri olan sarnigta kalir. Kargo proteinleri trans-Golgi agina
ulasir ve oradan clathrin-kapli vezikiiller veya diger tasiyicilar ile

sitoplazmaya atilir.



e Olgunlasan sarniglar (cisternal maturation) modelinde ise, proteinlerin
bulunduklar1 yapi igerisinde Golgi bélmelerinden sirasiyla tasindigi ve her
asamada bu yapinin olgunlasarak Golgi sarniglari igerisinde, cis’den transa
dogru hareket ettigi bir modeldir. Bu modelde tasima vezikiillerinin
proteinleri cis’den transa dogru tasimak yerine, Golgi’de islev géren
proteinleri iglev yerlerine geri tasimakla gorevli olduklar1 kabul edilmektedir.
Olgunlasan sarni¢ modelinde, Golgi sarniglarinin kendileri kargo tasiyicilari
olarak gorev yapar. Bu sarniclar gecici bolmelerdir. COPII vezikiillerinin
homotipik fiizyonu ile olusurlar ve cis’den trans’a ilerlerler. Golgi proteinler
ise retrograd COPI vezikiilleri i¢inde geri bir dnceki sarnigta islev yerlerine
donerler. Bu durumda sarnicin yapisi progresif islemler siiresince degisime
ugrar.

Her iki modelde Golgi’deki protein trafiginin bazi yonlerini agiklamakla beraber,

tiim Ozelliklerini agiklayamadigindan, daha bilinmeyen yonleri vardir (28).

Golgi igindeki proteinlerin islenmesi, glikoproteinlerin karbohidrat
kisimlarinin kapsamli modifikasyonunu igerir. Memelilerde Golgi aygit1 icerisinde,
glikoproteinlere farkli seker birimlerinin eklenmesini saglayan 250’den fazla enzim
bulunur. Bu enzimler farkli kompartmanlarda yerlesik oldugundan glikoproteinlerde
karbohidrat islenmesi, Golgi aygitinda tasinirken sirali bir sekilde gerceklesir.

Islenmenin baslica 6gelerinden biri, ER’de proteinlere eklenen N-bagli
oligosakkaridlerin modifikasyonudur. Bilindigi gibi proteinler ER iginde 14 seker
biriminden olusan bir oligosakkaridin eklenmesi ile modifiye edilirler. Daha sonra,
polipeptidler heniiz ER i¢inde iken 3 glukoz birimi uzaklastirilir. Golgi aygitina
taginma sonrasinda, bu glikoproteinlerin N-bagli oligosakkaridleri daha ileri
islenmeye tabi tutulur .

Cis golgi kompartmaninda, mannoz birimleri kopartilirken, N-
asetilglikozamin birimi eklenir. Medyal Golgi’de birkag mannoz birimi daha
ayrilirken, fukoz ve N-asetilglikozamin birimleri eklenir. Bunu da trans Golgi
kompartmani ve trans Golgi aginda galaktoz ve sialik asid birimlerinin eklenmesi
takip eder. Onemli olan, farkli glikoproteinlerin, farkli hiicrelerde, Golgi
komplekslerinde bulunan enzim miktarlarina ve protein yapisina bagh olarak, farkl

diizeylerde modifiye edilmeleridir. Buna bagli olarak Golgi aygitinda ¢ok degisik N-



bagli oligosakkaridlere sahip proteinler salinir. Proteinler ayrica, spesifik amino asit
dizileri icerisinde bulunan alic1 serin ve treonin kalintilarinin yan zincirlerine
karbonhidratlarin eklenmesiyle de modifiye edilebilir (O-bagli glikozillenme). Bu
degisimler Golgi aygitinda, tekli seker kalintilarinin sirayla eklenmesiyle gerceklesir.
Kimi O-bagl oligosakkaridler sadece birkag seker kalintisindan, kimisi de uzun

seker zincirlerinden olusmustur (28,29).

2.3.2.0zel durumlarda Golgi cisimcigi:

Golgi cisimcigi de tipki ER ve mitokondri gibi hiicresel ihtiyaca gore gereken
proteinlerin islenebilmesi ve hiicresel sag kalimi saglamak adina adaptif
mekanizmalar gelistirir. Protein sekresyon ihtiyacinin arttigi laktasyon gibi fizyolojik
durumlarda, laktotroflarin prolaktin sekresyonunu gerceklestirebilmek i¢in golgi
cisimciklerini geniglettigi bilinmektedir. Bunun gibi emzirme dénemindeki
kadinlarda meme siit bezlerinde de golgi cisimcigi genisler ve kapasitesini arttirir.
Intestinal mukus salgilayan goblet hiicrelerinde ve Brunner bez hiicrelerinde Golgi
cisimcigi artan ihtiyaci karsilamak igin yani musin-tip O-glikan i¢eren proteinlerini
salgilayabilmek i¢in gerekli enzimatik sistemi arttirarak genisler. Bu olaylar zinciri
golgi stres cevabi olarak tanimlanir. Son yillarda farkli golgisidler ile yapilan in vivo
ve in vitro ¢aligmalarda, golgi stres cevabini tetikleyen birtakim hiicre igi sensor
proteinler tanimlanmaya baglanmigtir. Bunlardan bazilar1 TFE3, CREB3/Luman ve
HSP47°dir (30,31).

In vitro ve in vivo galigmalarda Golgi i¢inde glikozilasyonun azaltmak i¢in
genetik mutasyon modelleri, siRNA ile gen susturmasi veya glikozilasyon
enzimlerinin kimyasal inhibitdrleri ile golgi stres yaratilabilmektedir (30,31).
Bunlardan bazilari:

1. Brefeldin A: ARF GEF’leri (ADP-ribosylation factor-GTP degisim
faktorii) inhibe eder. Golgi aparat enzimlerinin ER’ye geri donmesine
neden olur. Anterograd akisi engeller. ER-Golgi transportu engelenmis
olur, dolayisi ile protein sentezi inhibe olur. Brefeldin A ile Golgi
parcalanir. Antiviral, antifungal, antibakteriyel ve antikanserojen olarak

kullanim alanlar1 vardir.



2. Golgisid A (GCA): ARF1-GBF1’i (GTP baglayan faktor) inhibe eder
Diger ARFleri de inhibe edebilir. Dolayis1 ile COPI vezikiiliin golgi
membranindan disosiyasyonuna neden olur

3. Exo 1: GTP’yi hidroliz eder ve ARF aktivitesini azaltir

4. Monensin: Katyonik iyonofordur. H/Na degisimini arttirir. Golgi
liimeninin alkalinizasyonuna neden olur. Ozellikle ge¢ Golgi, post-Golgi
ve endozomlarda de sisme meydana gelir. Anterograde ve retograde
transport engellenir. Enzimler alkali ortamda ¢alisamaz. Selektif Golgi
inhibitoriidiir. Protein transportu ve seker zincir modifikasyonlarini
engeller.

5. Nigerisin: Iyonofordur. pH degisimine neden olur. Golgide ozmotik stres
yaratir.

6. O-glikolizasyonun inhibisyonu: (benzyl 2-acetamido-2deoksi-a-d-
galactopyranoside:GalN Ac-bn, xyloside:4-methylumbelliferyl-beta-D-
xyloside)

7. Ist degisimi

TFE3 (TFEB, TFEC ) basic-helix-loop-helix tipi bir transkripsiyon faktoriidiir .
Memelilerde MITF familyasina ait bHLH-ZIP transkripsiyon ailesindendir. Hepsi de
organel otoregiilasyonunda rol alirlar (Sekil 2 ) (32,33).

Normal fizyolojik kosullarda sitoplazmada fosforlanmais bir sekilde inaktif
olarak durur. Insanlarda, TFE3’iin 6zellikle 108. pozisyonundaki serin, proteinin
fosforlanabilmesi ve sitoplazmada kalabilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Defosforilize hali

cok instabildir ve hemen proteolize ugrar (32,33).

X, i 1 p24}
t P11 p24) ine PP 1912}

S

TFE= ATA BHLH L=

&aTa-  Asidik transkripsivon aktivasyonu
EHLH: | Bazik heliks sarmali LZ: Losin fermuari
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Sekil 2: TFE gen bélgesi (Ref.32 Taniguchi M ve ark. TFE3 is a bHLH-ZIP-type
transcription factor that regulates the mammalian golgi stress response. Cell
Structure and Function, 40:13-30, 2015)

Golgi cisimciginde protein glikolizasyon veya modifikasyonlari ile ilgili
ihtiyag arttig1 durumlarda TFE3 defosforile olur ve nukleusa transport olarak cis-
acting enhancer elemente baglanir (Golgi apparatus stress response element; GASE;
ACGTGGC sekansi). Defosforile TFE3, golgi yapisal proteinlerinden GCP60,
GM130 (cis-golgi), giantin, golgin 245(TGN); glikolizasyon enzimlerinden
Sialiltransferaz 4A (SIAT4A), Sialiltransferaz 10 (SIAT10), fukoziltransferaz 1
(FUT1), UDP-N-asetilheksozamin fosforilaz-like 1 (UAP1L1); vezikiiler transport
komponentlerinden Syntaxin 3A, RAB20,WIPI49, Giantin, GM130 (CIS-Golgi); ve
transferin reseptdriiniin (endozomlar) transkripsiyonunun gerceklesmesini saglar
(33).

Golgi cisimciginde stresi algilayarak TFE3’lin defosforilasyonuna neden olan

sensOr molekiiller hentiz tanimlanmamuistir (Sekil 3) .

Golgi
ER (TGN
@ @
O ( Diferansiyasyon
HSP47
§ S Viris enf.
STRES STRES Laktasyon
L < Algilayici ? Golgi disfonksivonu
I Algilavic ? ﬂ
- L 1l
l TEFE3 Algilayicr ?

Golgi-strese bagh apoptoz ] < — @

\ Golgide fragmantasyon
HSP47 transkrinsivonu [casE]

N l—‘ ) Golgi ile ilgili yapisal ve
Nukleus ARF4 transkriosivonu - goniesiyonel genlerin transkripsiyonu \

Sekil 3. Golgi aygit1 stres yonetimi

Ref 30. Sasaki K et al. Organelle autoregulation-stress responses in ER, Golgi, Mitochondria

and lvsosome. J Biochemistry . 2015

Golgisidler ile yapilan caligmalarda sitoplazmada fosforlanmis olarak inaktif

halde bulunan TFE3’lin Golgi i¢indeki stresin varligini ileten bilinmeyen bir faktor
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sayesinde defosforile edilerek Golgi ile ilgili yapisal ve islevsel proteinlerin
ifadelenmesinin arttig1 gosterilmistir. Boylece Golgi hiicrenin ihtiyacini
karsilayabilecek protein modifikasyonlarini, tasnifini ve sekresyonunu
gergeklestirebilir. Aslinda ilk agsamalarda hiicrede degisen durum defosofrilize TFE3
miktarindaki artigtir. Dolayis1 ile TFE3 mRNA da artig beklenmez. Bizde
calismamizda TFE3 aktivitesini gosterebilmek i¢in Golgi yapisal genlerin ve Golgi

enzimlerinin bazilarinin ifadelenmesine baktik.

HSP47 (Heat-shock protein 47); (Serpin H1; CBP1; CBP2; OI10; gp46; AsTP3;
PIG14; PPROM; RA-A47; SERPINH2)

HSP47 (Serpin 1 ) aslinda bir ER saperonudur. Serpin H1 geni (serpin family
H member 1) kromozom 11q13.5 da lokalizedir. Sekiz ekzondan olusur. Serin
proteaz inhibitdrii serpin siiperailesi iiyesidir. ifadeledigi protein serpin H1, ER’de
lokalizedir. ER saperonu olan HSP47 (Serpin H1) bilinen en 6nemli fonksiyonu
kollajen sentezi sirasinda pro-kollajene baglanmasidir. Kollajen biosentezinde,
kollajen-spesifik saperon olarak gorev alir. Pro-kollajenin ER den Golgi cisimcigine
taginmasini saglar. HSP47 pro-kollajenden cis Golgi veya ER-Golgi intermediate
kompartmanda (ERIC) ayrilir ve Golgi cisimcigine girer. HSP47 tizerinde ER
retansiyon sinyali vardir ve pro-kollajenden ayrilan HSP47 tekrar COPI ile ER’ ye
doner (30,31).

O-glikozilasyonun yogun oldugu hiicre serilerinde (Colo 205,NIH3T3) in
vitro yapilan c¢alismalarda benzyl GalNAc veya Monensin ile O-glikozilasyon
inhibisyonunun HSP47 ifadelenmesini arttirdig1 gosterilmistir (34).

Gene siRNA, anti-HSP47 monoklonal Ab ile HSP47 ifadelenmesi
susturulmus hiicrelerin BenzylGalNac ile O-glikozilasyonun inhibisyonu sonucu
Golgi cisimciginde dagilma, fragmantasyon, 6zellikle Golgiye yakin yerlerde
sitoplazmada biiyiik vakiiollerin goriilmesi, niikleusun parcalanmasi, kromatinin
yogunlagmasi ve apoptozis gelistigi gosterilmistir (34,35).

Bu ¢aligmalar sonucunda ER proteini olan HSP47 (Serpin H1) nin
ifadelenmesinin golgi cisimcigindeki strese cevap olarak arttig1 diisiiniilmektedir.
HSP47°nin Golgi strese girdigi durumlarda artmakta ve Golgi cisimcigini

fragmantasyondan ve hiicreyi de apoptozisten korumaktadir.
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HSP47 ve Golgi stresi ile ilgili molekiiler mekanizmalar heniiz

aydinlatilamamastir.

CREB3/Luman:

CREB3/Luman ER membraninda lokalize basic leucine zipper-tasiyan
transkripsiyon faktoriidiir. OASIS ailesi (TF6) iiyesidir (old astrocyte specifically
induced substance). Bu ailenin 5 tiyesi vardir ve hepsi ER membraninda bulunur (30,
31, 37, 38).

Hiicresel stres durumlarinda Golgiye tasinarak orada bulunan Site 1 ve Site 2

proteazlar tarafindan transmembran kisimlari kesilir. N-terminali transkripsiyon

faktoridiir (Sekil 4).

Nukleus

Sekil 4. CREB3 aktivasyonu (Ref37:Reiling JH et al. A luman/CREB3-ADP-
ribosylation factor 4(ARF4) signaling pathway mediates the response to Golgi stress
and susceptibility to pathogens. Nat Cell Biol 2013.)

Brefeldin A, Golgiden ER’ye COPI aracil1 vezikiiler transportta rol alan ve
golgi cisimcigi membraninda bulunan ARF leri (kiigiik G-protein ADP-ribozilasyon
faktorii) inhibe eden bir Golgisiddir. Brefeldin A etkisi ile hiicre i¢inde olusan Golgi

stresi endoplazmik retikulum membraninda bulunan CREB3’iin proteolizise
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ugramasini saglar. CREB3iin sitoplazmik domaini membrandan ayrilir ve nukleusa
transport olarak ARF4’iin ifadelenmesini saglar (30, 37,38).

ARF4 kiiglik GTPaz ailesi iiyesidir. Golgi membrabininda lokalize
durumdadirlar. ARF4, Golgiden ER ye COPI aracil1 vezikiiler transportun
reglilasyonunda gorev alir (37-39).

ARF4 ifadelenmesinin susturuldugu (ARF4’i hedef alan shRNA hairpins,
ARF4 knockdown hiicre serisi, RNAi ¢aligsmalar1) caligmalarda, Brefeldin A gibi
golgisidlere rezistans s6z konusu olmustur. Buna benzer olarak ARF4
ifadelenmesinin susturuldugu diger in vitro ¢aligmalarda da farkli golgisidler (GCA,
Exo 1) ile muamele edilen hiicrelerin apoptozise gidisi engellenebilmistir. Bu
hiicrelerde ER stresine neden olan toksinlere (Tunicamycin, Thapsigargin veya
A23187) hassasiyet devam etmistir ve stres cevabi olusmustur (37-39).

ARF4 deplesyonu saglanan hiicrelerde Brefeldin A maruziyetinde bile Golgi
morfolojisini ve protein trafigini korur. CREB3 agsir1 ifadelendigi durumlarda ise
ARF4 ifadelenmesi artar. Bu hiicrelerin immunofloresans goriintiilemesinde Golgi
aygitinin dagilmasinin gostergesi olan Giantin, GM130 ve GBF1 gibi golgi yapisal
proteinlerinin sitoplazmada difliz yayilim gosterdigi tesbit edilmistir. Bu ¢aligmalar
sonucunda ARF4’iin Golgi cisimciginin fragmantasyonununda 6nemli rol oynadigi
ve apoptozisi baslattigi diisiintilmektedir (37-39).

ARF1:

ARF’ler evrimsel siirecte korunmus ve siirekli ifadelenen kiiciik G
proteinlerine ait Ras siiper ailesinin bir tiyesi olan GTPazlardir. ER-golgi arasi, farkh
golgi sarniglart aras1 ve endositik sistem igindeki sekretuvar yolaklarda kargo
transportunda hayati gorevleri vardir. Dis ylizey proteinlerinin membrana taginmast,
lipid-modifiye eden enzimlerin aktivasyonu ve hiicre iskelet yapisinin dinamiginde
gorev alirlar. Anterograd ve retrograd transportta cok onemlidirler (39).

Brefeldin A, ARF-GEF (kiigiik G protein-guanin niikleotid-degisim faktorii)
kompleksini inhibe ederek golgi kargo transportunu bozar. Insanlarda ARF G
proteinlerine gore 3 sinif ARF mevcuttur. Siif 1 ARF, ARF1 ve ARF3 den olusur.
Smif Il ARF, ARF 4 ve ARF 5 den olusur. ARF6 ise sinif [II ARF’nin tek iiyesidir.
Hepsi farkli subseliiler lokalizasyonda yerlesirler ve gorev yaparlar. ARF6 plazma

membrani ve endozomlar iizerinde yerlesiktir. ARF1, ARF 4 ve ARF 5 genellikle
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erken golgi ve ERGIC (ER-golgi intermediate compartment) da bulunur. ARF3 ise
trans golgi ve trans-golgi aginda yerlesiktir. Genellikle ARF1 ve ARF3 hiicrede
ARF6 ya gore 3-10 kat daha fazla ifadelenir (37-39).

Reiling ve arkadaslarinin yaptigi in vitro farkli hiicre kiiltiir (A549, HelLa,
MCF7, PC3, HEK293T ve PANCI hiicreler) ¢alismalarinda ARF1’in Brefeldin A
gibi golgisidler ile yaratilan golgi stres durumlarinda, hiicrenin hayatta kalabilmesi
i¢cin gerekli oldugu gosterilmistir (37).

ARF1 ve ARF5’in ifadelenmesinin susturuldugu (Lentoviral hairpinler, RNA
interferans ) ¢alismalarda ARF1 ve ARFS5 eksikliginin hiicreyi Brefeldin A’ya hassas
hale getirdigi ve hiicre 6liimiinii arttirdig1 gosterilmistir. ARF4 “lin susturulmast ile
ise Brefeldin A toksisitesine direng gelistigi ve hiicre kaybinin azaldig: tesbit
edilmistir. Gene bu calismada ARF4 ifadelenmesini arttiran durumlarda ARF1 ve
ARFS5 ifadelenmesinin azaldigi, bunu tersi durumda da yani, ARF1 ve ARFS in
ifadelemesinin arttig1 durumda ise ARF4 ifadelenmesinin azaldig1 gosterilmistir (37-

39).

2.4. Glukolipotoksisite ve p-hiicresi:

Tiim diinyada Tip2 DM prevalansinin artisinda en dnemli faktor obezitenin
sikligindaki artistir. Yag ve karbohidrattan zengin beslenme kiiltiiriiniin
yayginlagmasi, sedanter yagam ve stres obeziteye neden olur. Obezite viicutta
adiposit hacminin artmasi ile karakterizedir. Obezitenin yani artmis yag dokusunun
insiilin direncine yol actig1 vakalarda plazma serbest yag asidlerinde artis, karaciger,
iskelet kasi, kalp ve pankreas gibi organlarda ektopik yaglanma s6z konusu olur.
Organlarda goriilen ektopik yaglanma ve insiilin direnci genetik ve epigenetik
nedenlere bagl olarak bireysel farkliliklar gosterir (1-7). Insiilin direnci nedeni ile
artan lipoliz sonucu ve yagdan zengin beslenmeye bagli olarak plazmada serbest yag
asidleri artar. Bu durumda lipotoksisite denilen birtakim biyokimyasal sorunlar bas
gostermeye baslar. B-hiicrelerde lipotoksisiteden etkilenen hiicrelerdendir (27).

Plazmada artan serbest yag asidi genellikle adipositlerde artan lipoliz sonucu
ortaya ¢ikan palmitik asit veya diyet ile aldigimiz yaglardir. Bu serbest yag asidleri
ve kolesterol B-hiicre icerisine CD36 gibi serbest yag asidi transporterlar1 araciligi ile

girer (40-42).
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Lipotoksisite ile ilgili in vitro ve in vivo ¢alismalarda yag asidlerinin f3-
hiicrelerine akut ve kronik farkli etkileri oldugu tesbit edilmistir. B-hiicrelerinin yag
asidlerine kisa donem maruziyetinde B-hiicre insiilin salgis1 artarken, uzun dénemde
inhibitor etki gostermektedir. Yani yag asidlerinin akut ve kronik maruziyette 3-
hiicresine dual etkisi vardir. Ayrica bu ¢aligmalardan elde edilen 6nemli bir bilgi de
yag asidlerinin toksik etkisi 6zellikle ortamda glukoz fazlaligi var ise belirgin hale
gelmektedir (40-42).

Glukoz fazlaliginda, intraseliiler glukoz metabolizmasi ile ortaya ¢ikan sitrat
gibi ara iirlinler, sitozolde malonyl-CoA’nin birikimine neden olur. Ciinkii -
hiicresinde sitozolde acetyl-karboksilaz enzimi, yag-asid sentaz enzimine gore daha
aktiftir. Sitozolde biriken malonyl-CoA, mitokondri dis membraninda bulunan
Carnitine-Palmitoyl Transferaz -1 (CPT-1) aktivitesini inhibe eder. Dolayisi ile hiicre
sitozoliindeki yag asidleri mitokondriye giremez ve [3-oksidasyona ugrayamaz. Uzun
zincirli agil-CoA esterleri mitokondride okside olamadigi igin sitozolde birikir. (26).

Hiicre icinde trigliserid olarak depolandig takdirde, yag asidleri hiicrede daha
az lipotoksik etki gosterir. Dolayist ile yag asidlerinin trigliseride doniistiiriilebilmesi
hiicre i¢in koruyucu mekanizmalardan birisidir. Tekli-doymamis yag asidleri ¢ok
daha c¢abuk trigliseride esterifiye olabildiginden lipotoksik etkileri azdir. Doymus
yag asidleri ise daha zor esterifiye olabildiginden lipotoksiktir. Stearoyl Co-A
desaturaz-1 (SCD-1) hiicre i¢inde doymamig yag asid miktarini arttirdigi i¢in hiicreyi
lipotoksisiteden korur (40- 42).

Kato ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda, palmitik asidin SREBP1c¢ (sterol
regulatory element binding protein 1¢) transkripsiyon faktoriiniin ifadelenmesini
arttirdig1 ve buna bagli olarak kii¢ciik GTP-baglayan protein Rab27 nin efektorii
granulophilin adl1 proteinin ifadelenmesini arttirdig tesbit edilmistir. Bu durumda
instilin sekretuvar graniillerinin plazma membranina baglanmasi etkilenir. Sonug
olarak bazi calismalarda hiicre i¢cinde artan yag asidlerinin insiilin sekresyon
basamaklarini da etkileyebilecegi gosterilmistir (44).

Palmitik asid, B-hiicrelerin glukoza bagli insiilin gen ifadelenmesini etkiler.
Insiilin geninin transkripsiyon baglama bolgesinden yaklasik 340 baz-¢ifti 6ncesinde
(upstream) bulunan promoter/enhancer bolgesi evrimsel siiregte olduk¢a korunmus
bir bolgedir. Bu bolgedeki A3, C1 ve E1 gibi belli bagli bolgeler olduk¢a 6nemlidir.
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A3, C1 ve El’e siras1 ile homeodomain protein pankreas-duodenum homeobox-1
(PDX-1), bazik bolge 16sin fermuar MafA ve heterodimerik kompleks bazik heliks-
loop-heliks (bHLH) proteinleri (beta hiicre i¢in spesifik olan Beta2/NeuroD) baglanir
(15). Rat Langerhans adaciklarinda yapilan ¢alismalarda, palmitik asid varliginda
(0,5mM) PDX-1’in niikleusa translokasyonunda sorun oldugu ve niikleer
konsantrasyonunun azaldigi tesbit edilmistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda
ise (16,7mM) PDX-1 6zellikle nukleusta lokalize olarak tesbit edilir. Bununla
birlikte yiiksek doz palmitik asid (0,5mM) MafA’nin hem sitozolik, hem de niikleer
fraksiyonunu azalttig1 tesbit edilmistir. Dolayist ile palmitik asidin bu proteininin
ifadelenmesini azalttig1 sonucuna varilmistir (45).

Palmitik asid, hiicre i¢inde de novo seramid sentezine yol agar. Seramid,
protein kinaz B ile etkilesime girer ve phoshatidylinositol-3-kinaz yolagini etkiler.
Bu nedenle PDX-1’in niikleusa translokasyonunu engellemis olur. Palmitik asidin
MafA’y1 ifadelenmesini nasil etkiledigi ise heniiz net degildir (45,46).

Hiicre i¢cinde seramid sentezi palmitik asid varliginda endoplazmik
retikulumda baglar. ER’de palmitoyl-COA sentezlenir. Serine palmitoyl transfraz
enziminin ozellikle palmitatin-CoA-tiol ester grubuna afinitesi yiiksektir. Bu nedenle
ER igerisinde serine palmitoyl transferaz enzimi araciligi ile seramid sentezi baglar
(27,47,48).

Seramid, Golgi aygitina hem vezikiiler hemde nonvezikiiler yol ile tasinir.
Vezikiiler yol ile Golgi cisimcigine seramid ile birlikte yiizlerce lipid molekiilii
Golgi’ye taginabilir. Giussani P ve ark. ile Gjoni E ve ark.yaptiklar1 caligmalarda,
seramidin ER’den Golgi cisimcigine vezikiiller i¢inde tasinabilmesi fosfotidil-
inositol-3-kinaz (PI3K)/Akt yolu aracilig1 ile ger¢eklestigini ortaya koymustur (27,
46).

Nonvezikiiler yol ise seramid transfer protein (CERT) aracilig: ile gergeklesir.
CERT protein iizerinde PH domaini, Golgi cisimcigi membraninda fosfotidil-
inositol-4-fosfat (P1-4P)’1 tanir ve baglanir. CERT iizerindeki PH domainin
hiperfosforilasyonu, CERT’in Golgi cisimcigi membraninda PI-4P’a
(fosfotidilinositol-4 fosfat) baglanmasini engeller. Nonvezikiiler seramid transferi,
ER ve Golgi aygitinin yakinlastigt membran kontakt alanlarinda gergeklesir. Bu

yakinlagan membran bolgelerinde seramid transfer protein ve diger lipid transfer
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proteinleri oldukca fazla bulunur. Bu tasima proteinleri ¢ok kisa mesafe kat ederek
ER ve Golgi aygit1 arasinda hareket eder (48,49).

Memelilerde ER ile Golgi aygitinin yakinlastigit membran temas bolgeleri
uzun yillardir bilinmektedir ve en ¢ok ER ile trans-Golgi arasinda tesbit edilmistir.
Yamaji ve ark ile Olkkonen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmalarda bu bolgelerde
ER ve Golgi aygitinin membranlarini yakinlagtiran baglayici proteinler oksisterol-
baglayan proteinler oldugu gosterilmistir (OSBP). Kolesterol ve seramid ER’den
trans-golgiye tasinir. OSBPler hem ER membrani tizerinde bulunan VAP (vesicle-
associated membrane protein-associated proteins) proteinlerine, hem de trans-golgi
membrant lizerindeki PI4P’a baglanabilir. OSBPler, PI4p ile kolesterolii yer
degistirerek transport eder. Seramid transfer proteini (CERT) ise seramid ile P14P yer
degisikligi yaparak organeller arasi transportu saglar. OSBP ve CERT fiziksel ve
fonksiyonel olarak birbiri ile iligkili oldugu disiiniilmektedir. CERT ve OSBP’ler
tizerlerindeki START, FFAT ve PH domainleri araciligi ile ER iizerinde VAP’lara,
golgi membraninda PI4P’a ve kolesterol ve seramide baglanabilmektedir (49).

Golgi aygitina taginan seramid, orada glukozil seramid, sfingomyelin ve diger

kompleks glikosfingolipidlerin sentezinde kullanilir (Sekil 5)

| aeie T ~ = - —
Plazma membram Sfingomyelin | smpd.?
B 7 o .
< R
. Py Ve sms2. SERAMID Seramidaz
Golgi ’ s :
P el WA l .
Kompleks gllkosflngollpldler \ Sfinaosin
Sfmqomvelm | Endo/lizozomlar
smpd2 // Sfinaomvelin
sm =1}
Seramld 1- fosfat \ s1 ¢ smpdl
Ce IR .
SERAM") SERAMID g
'(('rI *1 ASeramidaz
Endoplazmik SERAMID Sfingosin
ndoplazmi SK
Retikulum \1 Desaturaz \
Dihidraseramid lide Sfingosin-fosfat
CerS
. . SP1 \ v
Serin-palmitoyl-CoA g i . Heksadekenal-etanolamin fosfat
A Sfinganin

Sekil 5. Seramid sentez ve hiicre i¢i biyokimyasal yolaklari. SPT: Serin

Palmitoyltransferaz; Cers: Seramid sentaz; CerT: Seramid transfer protein. SMS1 &
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2: sfingomyelin sentaz 1 & 2; smpd1: Asid Sfingomyelinaz, smpd2: Noétral
sfingomyelinazl, smpd3: Notral sfingomyelinaz 2. CerK1, Seramid Kinaz1; SK:
Sfingosin kinaz, ACeramidase: Asid Seramidaz;

Ref 47: Lin Yee-Shin, Lin Chiou-Feng. Ceramide in apoptotic signalling and
anticancer therapy. Current Medicinal Chemistry, 2006.

Hiperlipidemi ve glukolipotoksik durumunda hiicre iginde seramid birikimi
s0z konusu olur. Gjoni E. Ve arkadaslarinin INS-1 B-hiicre hattinda yaptiklari
caligsmada literatiirde ilk defa olarak glukolipotoksisite ile hiicrelerde seramid
birikimi gerceklesirken, sfingomyelin miktarinda azalma oldugunu gostermislerdir.
Sfingolipid tiirevlerinden glikozilseramid miktarlar1 glukolipotoksisiteden
etkilenmemistir. Glukolipotoksiste hiicre i¢inde seramid birikimine yol agarken
sfingomyelin miktarini azaltmaktadir. Bunun mekanizmasi ¢ok net agiklanamamis
olsa da glukolipotoksisitenin seramid transfer protein CERT {izerindeki SR (serin
repeat motif) motifinin fosforilasyonun etkileyerek, CERT’in Golgi cisimcigi ve ER
membranina lokalize olmasini azalttig1 tesbit edilmistir. CERTin membrana
baglanmasinin engellenmesi seramidin ER’den Golgi cisimcigine gecisini azaltir ve
seramid ER’de birikir. Nitrik oksid veya sfingosine 1-fosfat fosfohidrolaz-1 (SPP1)
ifadelenmesinin arttig1 durumlarda seramid vezikiiler trafigi aksar ve seramid
Golgi’ye taginamayarak ER’de kalir. Glukolipotoksisitenin seramid trafigine etkisi
ile ilgili veriler ¢ok azdir.

Gjoni ve arkadaslarinin INS-1E hiicre hattinda yaptiklar1 deneylerde, palmitat
tek basina ve 5 mMol glukoz ile birlikte (glukolipotoksisite olusturularak), B-
hiicresinde PI3K/Akt yolunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bunun sonucunda ise
seramidin ER’den Golgi cisimcigine vezikiiler transportu engellenmistir (Sekil.6)
(27).

Ayni ¢alismada yazarlar, yiiksek konsantrasyonda glukozun (30mMol Glukoz
) N-sfingomyelinaz (N-SMase) aktivitesini arttirdigini ve sfingomyelin biyosentezini

azalttig1 gbstermistir.
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Ref 27. Gjoni E, Brioschi L, Cinque A, Coant N, Islam NM, Ng CKY, Verderio C,
Magnan C, Riboni L, Viani P, Stunff HL, Giussani P. Glucolipotoxicity impairs

ceramide flow from the endoplasmic reticulum to the Golgi Apparatus in INS-1 -
cells. Plos One 9(10), e110875.

Seramid hiicre i¢inde biriktigi takdirde ciddi toksik etkiye sahip lipid

metabolitidir. Seramidin organel i¢inde toksik birikiminin 6nlenmesi i¢in seramidaz

enzimleri 6nemlidir. Seramidaz enzimleri seramidi pargalayarak uzun-zincirli bazlar

ve yag asidleri olusturur. Bununla birlikte seramidin Golgi aygitina taginarak farkl

lipidlerin sentezlenmesinde kullanilmas1 da seramid toksisitesini 6nlemek agisindan

olduk¢a 6nemlidir. Bu lipidler sfingomyelin olabilecegi gibi sfingomyelin analoglari
da olabilir (27,47).

Dolayist ile hiicre iginde seramid birikimini tetikleyen lipotoksik ve

glukolipotoksik durumlarda, seramid toksisitesini 6nlemek i¢in Golgi cisimcigi

sfingolipid sentezini arttirmak zorunda kalabilmektedir. Bu nedenle Golgi cisimcigi

hacminde, yapisinda, sentezle ilgili enzimlerde ve transportu ile ilgili protein ve

enzimlerinde adaptif artiglar s6z konusu olmasi beklenmektedir.
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Tip2DM gibi hiperglisemi ve hiperlipideminin birlikte artis1 ile karakterize
hastaliklarda, hiicre i¢ine giren glukoz artis1 da lipidlerin toksik etkisini potansiylize
eder. Glukoz ve lipidlerin hiicre ig¢inde birlikte arttig1 metabolik stres durumlarinda,
lipidlerin mitokondriyel B-oksidasyonu yavaslayacagi i¢in seramid birikimi daha
belirgin hale gelir. Glukolipotoksisite denilen bu toksik metabolik durum pankreas -
hiicre fonksiyonlarinda duraksamaya daha sonra ise apoptozis ile hiicre kaybina

neden oldugu bilinmektedir (50-51).

2.5. Calismanin Amaci:

Daha 6nce farkli kimyasallar, genetik susturma modelleri ve monoklonal
antikorlar kullanilarak Golgi cisimcigi fonksiyonlarini bozan golgisidler ile yapilan
calismalarda Golgi aygitinin tipki ER stresinde oldugu gibi adaptif ve/veya
maladaptif mekanizmalar ile hiicre i¢inde yasanan strese bir sekilde yanit verdigi
tesbit edilmistir. Biz bu ¢alismamizda Tip2DM vakalarinda B-hiicrelerinin maruz
kaldig1 glukolipotoksistenin, ER stresinde oldugu gibi Golgi cisimciginde de stres
yaratabilecegi hipotezi ile invitro kosullarda B-hiicrelerinde metabolik stres
yaratmayi ve literatiirde tanimlanmis Golgi stres proteinlerinin ifadelenmelerindeki
degisimleri arastirmay1 hedefledik.

Golgi stresle ilgili olarak ¢ok siirli sayidaki mevcut literatiir bilgilerimiz
dahilinde bekledigimiz glukolipotoksisitenin ilk asamalarinda, hiicre hayatta kalmak
adina bilmedigimiz sensorler araciligi ile Golgi cisimciginin kapasitesini artiracak
adaptif mekanizmalar1 devreye sokmasidir. Gene ¢ok az sayidaki in vitro
caligmalardan elde edilen bilgiler 15181nda bu asamada B-hiicrelerde HSP47 (Serpin
H1) ve aktif TFE3 seviyelerinde artig beklemekteyiz. Stresin uzamasi veya artmasi
halinde ise bu proteinlerde azalma ve hiicrede Golgi fragmantasyonunu ve apoptozisi
tetikleyen CREB3 ve bu transkripsiyon faktoriiniin ifadelenmesini arttirdigit ARF4

seviyelerinde artig 6ngoriilmektedir.

3.GEREC ve YONTEM:

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar:
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3.1.1.Hiicre kiiltiirii:

Hiicre Hatti: Calismada kullanilan INS-1E hiicreleri Isvigre Genova Universitesi
Prof. Dr. Pierre Maehler tarafindan bagislanmistir. Yurt disindan
soguk zincirde gelen hiicreler oda 1sisinda ¢oziilerek uygun besi
yerinde ¢ogaltildiktan sonra ¢alismanin malzemeleri tamamlanana
kadar dondurularak s1v1 nitrojen (-180° C) de saklanmustir.

3.1.2. [3-(4,5-dimetildiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolium Bromid] (MTT)
sitotokstite testi:

MTT soliisyonu: 5 mg toz MTT 1 ml steril PBS icerisinde ¢oziildii ve filtre edilerek

(0,20 um) kullanildi.

3.1.3. RNA izolasyonu
DEPC’Ii su :%0,1 konsantarasyonda. 100 ml steril distile su (dH20)’ya 0,1ml DEPC
eklendi. Bu solusyon oda sicakliginda 24 saat mayetik karistiricida karistirildu.

Otoklavlveiktan sonra (100 °C’de 15 dakika) sogutularak kullanildi.

3.1.4. Agaroz jel elektroforezi
%1°lik agaroz jel:1 gr agaroz, 100ml 0,5X TAE, 2,5 ul Etidyum Bromiir

3.1.5. .cDNA sentezi
cDNA sentezi i¢in bu kit diginda sarf malzemesi olarak 0,2ml’lik PZR tiipleri ve

pipet uclari kullanilmistir.

3.1.6. cDNA kontrol PCR
PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon iiriinleri Kodak EDAS 290 UV goriintiileme

cihazinda goriintiilenmistir. PZR islemi i¢in Biometra T-1 cihazi kullanilmastir.

3.1.7. Gercek zamanh PZR ( RT-PZR)
gRT-PZR i¢in Roche firmasina ait Light Cycler 2.0 (LC 2.0) cihaz1 kullanilmistir.

Calismada kullanilan tiim pipet uglari filtereli sterildir. 0,2, 1,5, 15 ve 50 mI’lik

deney tiipleri hepsi steril ve greiner markadir.
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3.2. Arastirma Plani ve Yontemler:
Bu calismada INS-1E hiicre hatt1 (rat insiilinoma hiicre hatt1) kullanilacaktir.
INS-1E hiicreleri isvicre Genova Universitesi Prof. Dr. Pierre Maehler tarafindan

bagislanmistir.

3.2.1. INS-1E hiicrelerin ¢oziilmesi:

0
Azot tankindan i¢inde, %10 DMSO iceren besiyerinde dondurulmus (-180 C)

olan hiicreler ¢ikarilarak, dnceden 37°C ayarlanmis su banyosu i¢inde 1 dakika
bekletildi. Bagka bir tiip icine 9 ml besiyeri konuldu ve dondurma tiipii icindeki
hiicre karisimli s1v1 bu tlipe aktarildi. 1000 devirde 3 dakika santrifuj sonrasi tiipiin
istiindeki supernatan atildi. Tiipiin dibinde kalan ¢okelti (pelet) lizerine besiyeri
eklendi. Eklenen besiyeri ile pipetaj sonrasi, tiipte olusan hiicre+besiyeri karigimi
25ml’lik 2 flaska ekildi. inverted mikroskopta hiicrelerin incelenmesi sonrasinda

hiicreler CO> inkuibatoriine kaldirildi.

3.2.2. INS-1E hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve idamesi:

INS-1E hiicreler i¢in, ImM sodyum piruvat, 50 uM 2-merkaptoetanol, 2mM
glutamin, 10mM HEPES, 100 units/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin ve %10 1s1
ile inaktive edilmis fetal dana serum eklenen RPMI-1640 besiyeri kullanildi. Yedi
giinde bir bu besiyeri degistirilerek 37°Cde %5 CO2’li inkiibatorde biiyiimeleri
saglandi. Ayrica flasklar inverted mikroskop kullanilarak giinliik olarak canlilik,
cogalma ve infeksiyon agisindan degerlendirildi. Hiicreler ekildikleri flasklar
kapladiklarinda (%90 konfluensiye ulastiktan sonra) %0.25 Tripsin-EDTA ile
pasajland1. Pasaj sonras1 hiicrelerin 25 cm?’lik yeni flasklara 4X10* hiicre / cm?
olacak sekilde ekilip tiremeleri saglandi. Calisma i¢in yeterli sayida hiicre elde
edildiginde hiicreler 96 kuyulu plaklara ve lamlara ekildi. Her bir kuyuya 40 bin

hiicre ekimi yapildi.

3.2.3. Palmitik asit soliisyonu hazirlanmasi:

Bu calismada golgi stres yaratmak amaci ile endoplazmik retikulumda stres
yarattig1 gosterilmis doymus yag asidi palmitik asit literatiirdeki bilgiler 1s181inda
(Martino, Masini ve ark., 2012) 70°C’de 0,1 M sodyum hidroksit kullanilarak
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100mM stok palmitik asit hazirlandi ve filtreden gecirildi. 10mg/ml
konsantrasyonunda bovin serum albumin (BSA) serum icermeyen RPMI besi yeri
ile stok olarak hazirlandi ve son konsantrasyon %5°lik BSA serum icermeyen RPMI
besi yeri ile hazirlandi ve filtreden gegirildi. 5SmM PA/BSA karisimi uygun
miktarlarda PA ve %5’lik BSA kullanilarak 60°C su banyosunda hazirlandi. Bu
karisim oda 1sisina kadar sogutuldu ve serumsuz RPMI kullanilarak 2mM PA haline
getirildi. 96 kuyuluk plaklarda 0,5mM ve 1mM olacak sekilde hesaplamalar
yapilarak bu stoklardan kullanildi. 96 kuyulu plaklarda son hacim 10ng/ml olacak
sekilde hesaplama yapilarak bu stoktan kullanildi. Kontrol gurubunda ise %5’lik
BSA ve 0,1 M NaOH ve DMSO kullanildi.

3.2.5. Hiicre canhihg ve sitotoksisite sesti:

INS-1E hiicreleri palmitik asit, glukoz ve palmitik asit + glukoz ile muamele
edilerek toksik siire ve doz MTT testi ile belirlendi. MTT testi ile palmitik asit ve
glukozun hiicreler iizerindeki sitotoksitite diizeylerini (IC50=Inhibitér doz) saptadik.

Bunun i¢in ilk 6nce toma laminda sayim yapildi. Daha sonra INS-1E
hiicreleri 4X10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu plaklara ekim yapildi.
Kuyucuklara 100ul besiyeri eklenerek, tutunmalari i¢in 48 saat 37 °C’ de %5CO2’li
etiivde beklendi.

Hiicreler 0,5mM palmitik asit varliginda 0, 16, 24 ve 48 saat inkiibe edildi.
Palmitik asitin (PA) INS-1E hiicrelerinde ER stresi yaratacak konsantrasyonu, bilim
dalimizda daha once yaptigimiz ¢alisma (Verdi H ve ark. , heniiz yayinlanmadi) ve
literatiirdeki bilgiler 1s181nda (Martino, Masini ve ark., 2012, Merglen ve ark, 2013)
0,5mM olarak yeniden belirlendi.

Glukoz i¢in ise hiicreler 5 mMol, 16,7 mMol ve 33 mMol Glukoz varliginda
0, 16, 24, ve 48 saat inkiibe edildi. Bu ¢caligmada Golgi cisimciginde stres yarattigini
diistindiiglimiiz glukoz konsantrasyonu da, doymus yag asidi palmitik asit gibi
literatiirdeki bilgiler 1s1g1nda (Martino, Masini ve ark., 2012, Merglen ve ark, 2013)
hazirlandi.

Her bir saat icin ayr1 bir 96 kuyuluk plak kullanildi. Inkiibasyon siiresi dolan
plak etiivden alind1 ve iizerindeki besiyeri ¢ekilerek daha 6nceden hazirlanan MTT

(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate)
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sollisyonu toplamda 100 pl besiyeri i¢cinde Smg/ml olacak sekilde eklendi
(hiicrelerin bulundugu kuyulara yaklasik 10ul MTT sol.). Bir saat 37°C” de %5
CO2’li inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 hiicre canlilig1 ve
sitotoksisitesi kolorimetrik MTT Kit ile belirlendi. Bir saat sonra 550nm - 690 nm
dalga boyunda mikro ELISA okuyucuda (EPOCH Gen 5 2.0) okundu ve sonuglar all-
In-one microplate reader programinda analiz edildi.

Kararl1 (dayanikl) tetrazolium tuzu olan MTT hiicrelerde gergeklesen
kompleks hiicresel mekanizma ile ¢oziilebilir formazana déntismektedir. Bu
doniisiim canli hiicrelerde NAD(P)H nin glukolitik iiretimine baglidir. Bu nedenle
olusan formazan miktar1 direkt olarak kiiltiirde metabolik olarak aktif hiicreleri (canl
hiicreleri) gostermektedir.

Toksik doz ve siirenin saptanmasinin ardindan INS-1E hiicrelerine uygun doz

ve siirede palmitik asit, glukoz ve palmitik asit+ glukoz uygulandi.

3.2.6. Hiicre Kiiltiirii materyalinden RNA izolasyonu

Doksanaltt kuyulu plaklara ekilmis olan INS-1E hiicreleri palmitik asit, gukoz
ve palmitik asid ve glukoz ile gerekli inkiibasyon siireleri sonunda ( 0, 8, 16, 24 ve
48. saat sonunda) bu kuyulardan toplandi. Toplanan hiicreler RNA izolasyonu
yapilacagi tarihe kadar -80°C de saklandi.

Uygulamanin ardindan INS-1E hiicrelerinden total RNA izolasyonu yapildi.
Bunun i¢in ¢ok iyi sterilize edilmis laboratuvar ortaminda ¢alisildi.

Total RNA izolasyon islemi i¢in hiicre kiiltiir uygulamasindan sonra RNA i¢in
ayrilan flasklardan (1,5 ml’lik steril deney tiipleri) hiicreler toplandi. Bu hiicrelerin
tizerine QTAGEN-RNeasy Mini Kit igerisindeki RLT buffer eklendi (optimizasyon
icin 350 pl eklendi). RNA’y1 RNAaz’lardan piirifiye edebilmek i¢in her 1 ml RLT
buffer igerisine 10ul beta-merkaptoetanol konuldu.

Uyguladigimiz protokolde, palmitik asid, glukoz ve palmitik asid ve glukoz
ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinden asagidaki sistem takip edilerek RNA
izolasyonlar1 yapildu.

1. -80°C’den RLT buffer igerisindeki RNA &rnekleri ¢ikarildi ve ¢oziinmeye

birakildi. Bu esnada izoalsyon i¢in tiipler hazirlandi.
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2. RLT buffer i¢eren 6rnege 1 voliim 350 pul DEPC’li su ile hazirlanmis olan %70’lik
etil-alkol (EtOH) eklendi. Bu ¢alismada 350 ul RLT buffer eklendigi i¢in 350 ul
%70’lik EtOH eklendi ve pipetaj yapildi.

3. Total hacmi 750 pl olan karigim spin kolonlara aktarildi.

4. 8000g’de 15 saniye santrifiij yapildi ve kolon altinda kalan kisim atild1.

5. Spin kolona 700 pl (buffer) RW1 tamponu eklendi.

6. 8000g’de 15 saniye santrifiij yapildi ve kolon altinda kalan kisim atildi.

7. Spin kolona 500 ul (buffer) RPE tamponu eklendi.

8. 8000g’de 15 saniye santrifiij yapildi ve kolon altinda kalan kisim atildi.

9. Spin kolona tekrar 500 pl (buffer) RPE tamponu eklendi.

10. 8000g’de 2 dakika santrifiij yapildi ve kolon altinda kalan kisim atild1.

11. Bu basamaktan sonra spin kolon yeni bir tiipe yerlestirilerek full speed 1 dakika
daha santrifiij edilip membran iyice kurutuldu.

12. Kolon temiz bir tlipe aktarildi. Karigmamasi i¢in 1,5ml’lik kapagi kesilen
eppendorf tiipiin lizeri etiketlendi.

13. Kolon iizerine kit igerisinde hazir ¢ikan 30-50 pl’lik (bu ¢alismada 45 pl
koyuldu) RNase free dH2O eklendi.

14. 8000g’de 1-2 dakika santrifiij yapildi ve kolon altinda kalan kisim alindi. Total
RNA bu sekilde elde edildi.

15. RNA’nin 35 pl’si temiz tiipe aktarildi. Kalan 10 pl’lik kistm RNA 6l¢iimii ve
RNA jel elektroforezi i¢in ayrildi. Bu iglem ile ana stogun siirekli dondurma-¢6zme
stireglerine maruz kalmasi engellenmis oldu. Ayrilan bu RNA’nin 2-3 pl’si agaroz
jelde RNA Kkalitesinin degerlendirilmesi, 2-3 pl’si RNA kantitasyonu i¢in, 2-3 pl ise
cDNA sentezinde kullanilmistir.

Islem yapilana kadar tiipler -80°C de sakland.

3.2.7. RNA’nmin kalitatif degerlendirilmesi:

Ayirmis oldugumuz RNA’nin saglamligini kontrol etmek icin agaroz jel
elektorferez yontemi uyguladik.

Izole edilen RNA’lar hazirlanan %1,5’luk agaroz jelde kontrol edildi. RNA
triiniimiizii yiikleme buffer1 Orange G ile karistirarak (her 6rnek icin yaklasik 5 pl)

70 ml %0,5lik TAE (Tris Asetikasit EDTA) tamponu i¢inde ¢oziilen 1,4 gram
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agaroz mikrodalgada jel seffaflasincaya kadar kaynatildi. igine 2-2,5 pl (10mg/ml)
etidyum bromiir eklendi. Polimerlegsme tamamlandiktan sonra 2 pl jel yiikleme
tamponu ile karistirilan 2 pl RNA 6rnegi yavasga kasete dokiildii. 90V’da 60
dakikay1 agkin siirede yiiriitiildii. Daha sonra goriintiileme sisteminde UV 151k altinda
goriintii alindu.

Total RNA’nin yaklasik %80’inini olusturan 28S ve 18S RNA belirgin bant kat
olarak gozlenmis ve 28S:18S orani yaklasik 2:1bulunmustur. Dolayis1 ile bu
calismamizda jel elektroforez ile yiirlitme sonrasi 28S, 18S ve 5SS RNA net bir

bicimde gozlenmistir.

3.2.8. RNA safliginin ve miktarimin tayini

Bu asamadan sonra elde ettigimiz RNAnin kalite ve kantitesini
degerlendirdik Izole edilen RNA’larm safligin1 kontrolii 260/280 nm dalga
boyundaki absorbans orani ile saptandi. Niikleik asitler (DNA, RNA , niikleotidler)
15181 260nm dalga boyunda emerler. Proteinler 15181 280 nm dalga boyunda emerler.
A260/A280 orant DNA ve RNA’nin ne kadar saf oldugunu gosterir. Absorbans
degeri niikleik asit konsanrasyonu ile dogru orantilidir. RNA i¢in A260/A280 orani
yaklasik 2 olmasi beklenir. 1,7’nin altindaki degerler genellikle protein
kontaminasyonunu gosterir.

RNA’nin spektrofotometrik l¢timii EPOCH cihazi ile yapildi. Cihazin bagh
oldugu bilgisayardaki Gen5 programi araciligi ile niikleik asid safliginin 260nm ve
280nm dalga boyundaki absorbans dl¢iimleri yapildi. DNA ve protein
kontaminasyonu tasimayan, iyi kalitede izole edilmis RNA’da beklenilen 260/280nm
absorbans orani 1,8-2,1°dir. Cihaz 6rnek yiikleme plate’i kii¢iik bir parga gazli bezle
dH20 dokiilerek silindi ve yine bir parga gazli bez yardimi ile kurulandi. Daha sonra
sistemin blind kuyular1 secilip 2ul dH2O distile su konularak kalibre edildi. Ornekler
1:1 dH20 ile diliie edildi. Bunun igin kii¢iik PCR tiiplerine 2ul dH20, 2ul RNA
ornegi konularak karistirildi. Daha sonra plate’e tiriinler yiliklendi ve gereken
nanometrelerde okutuldu ve pl’deki RNA miktar1 bulundu. Bu veri cihaz

tablosundan bir excell tablosu halinde ¢ikt1.
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Elde edilen RNA’larin 260/280 nm absorbans orani 2,0-2,1 olarak
Olciilmiistiir. 2 kat diliisyon yapildigi i¢in, 6lgiim sonrasi elde edilen veriler 2 ile

carpilarak izole edilen RNA’larin miktarlar1 saptanmistir.

3.2.9. Komplementer DNA (cDNA) sentezi :.

INS-1E hiicreleri palmitik asit, gukoz ve palmitik asid ve glukoz ile gerekli
inkiibasyonu sonrasi hiicrelerden elde ettigimiz, saflifindan ve saglamligindan emin
oldugumuz RNA havuzumuzu elde ettikten sonra bu havuz igindeki mRNA’lardan
komplementer DNA (cDNA) sentezini gergeklestirilmistir.

cDNA c¢ift zincirlidir ve tek zincirli RNA ya gore daha dayaniklidir. Bu
calismada da elde edilen mRNA’larimiz ¢ift zincirli cDNA’ya doniistiiriilerek daha
kolay ve ayrintili inceleme yapmak miimkiin olabilmektedir.

cDNA sentezi igin ticari bir kit olan ROCHE marka Transcriptor High
Fidelity DNA Synthesis Kit kullanildi. Steril, niikleaz uzaklastirilmig PZR tiipleri

buz tlizerine koyuldu ve kalip- primer karisimi asagidaki miktarlara gore hazirlandi.

Kalip-Primer Karisim (1 reaksiyon i¢in):

Icerik Hacim Son Konsantrasyon
Toplam RNA degisken | 100 ng

Random Hexamer 2 ult 60uM

Primer

PCR i¢in uygun su degisken | Son hacim 11,4 plt olacak sekilde ayarlanir

Toplam Hacim 11,4 plt

Kalip-primer karisimi 65°C°de 10 dakika bekletilerek denatiire edildi. Bu
islem ile RNA sekonder yapilari uzaklastirild. Islem sonunda tiipler hemen buz
iistline alindi. Ters transkriptaz (reverse transcriptase,RT) karisimi agsagidaki

protokole gore hazirlandi ve kalip —primer karisimina transfer edildi.
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Komplementer DNA (¢cDNA) karisimi:

Icerik Hacim Son Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity 4 nlt 1x (8mM MgCly)
Reverse Transcriptase Reaction

Buffer , 5x

ProtectorRNase Inhibitor 40U/ | 0,5 ult 20U

ult

Deoxynucleotide Mix, 10mM 2 plt 1mM each

each

DTT 1 plt 5mM
Transcriptor High Fidelity 1,1 plt 10U

Reverse Transcriptase

Toplam Hacim 8,4 ult

29 °C’de 10 dakika, 50 °C’de 60 dakika ve enzim inaktivasyonu i¢in 85
°C’de 5 dakika bekletildi. Tiipler buz {istiine alinarak reaksiyon sonlandirildi. Elde
edilen cDNA +2 - +8 °C’de 1- 2 saklanabilmektedir. Daha uzun siireler igin -15- 25
°C’de saklanir.

Bu asamada cDNA hazirlanmis oldu. Elimizde yaklasik 20 pl ve 500 ng/ul
konsantrasyonunda cDNA mevcut oldu. RT-PCR i¢in genellikle cDNA
konsantrasyonu 200 ng/ul olarak kullanilmaktadir. Bunun i¢in konsantrasyon hesabi

ile gereken diliisyon yapilir.

3.2.10. cDNA kontrol PZR
Elde edilen cDNA’lardan rat aktin [ primerleri kullanilarak PZR
amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Bunun ic¢in asagidaki c¢izelgede gosterilen

protokol kullanilmstir.
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Kontrol PZR protokol:

Kimyasal Stok Son hacim
Konsantrasyon
Taq DNA Polimeraz 5U/ul 1,25 pl
Tag DNA pol.tampon 5X Sl
dNTP 10mM her biri 1,6 pl
Primer F 100pmol 2,5ul
Primer R 100pmol 2,5ul
MgCI2 25mM 2 ul
dH20
Kalip DNA(cDNA) 24l
toplam 25 ul

94 °C’de 5 dakika denatiirasyon sonunda 94°C’ de 30 saniye, 60°C’ de 45
saniye, 72 °C’ de 30 saniye 30 dongii yapilmistir. PZR 72 °C’ de 5 dakika ile
bitirilmistir

3.2.11. RT-PCR ekspresyon protokolii:

ER stres sensor geni GRP78, Golgi cisimcidi yapisal genlerinden GCP60
(ACDB3), GM130 (Golga2), ARF1, Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden
sialiltransferaz 4A (st3gall), sialiltransferaz 10 (st3gal6) ile golgi cisimcigi stres
genleri HSP47 (serpin H1), CREB3 ve ARF4 genlerinin ifadelenmeleri saptamak
amaci ile her bir rat genine ait real time ready prob ile birlikte LightCycler TagMan
Master kiti kullanildi. LightCycler TagMan Master karigimi kit protokoliine uygun
olarak hazirlandi. Bunun igin ilkonce kit i¢inde bulunan ve la ile isaretlenmis olan
enzimden 10ult alinarak 1b ile isaretli olan reaksiyon karisimina ilave edildi.
Boylelikle elde edilen karisimda fast start Taq DNA polimeraz, reaksiyon tamponu,
MgCl2 ve dNTP karisimi (dTTP yerine UTP olacak sekilde) bulunmasi saglandi.

Eksponensiyel faza girdigi nokta o genin ifadelenmesini gosterir. Bir genin

ifadelenmesi ne kadar yiiksekse eksponensiyel faza o kadar ¢abuk girer. Az ise o kadar

gec girer. Ama plato fazinda birbirlerini yakalarlar.
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2-2AC formiiliinii temel

Gen ifade degisikligi oranlariin hesaplanmasinda
alan amplifikasyon etkinligi degeri olan E degerini 2 alarak reaksiyon etkinliginin

%100 oldugunu kabul eden program kullanildi. Formiiliin agik hali asagidaki gibidir:

Z-AACt: 2-[(ACtHedef Gen (Kontrol-Ornek)]-[ACtHousekeeping (Kontrol-
Ornek)]

3.3. Istatistiksel Analiz:

[statistik incelemede, MTT testi iki faktorlii, faktorlerden biri tekrarlanan
“Tekrarlanan Olgiimler Varyans Analizi” (Repeated Measures Analaysis) testiyle
degerlendirilmistir (P < 0,05). Gen ifadelerinin analizinde ise genel dogrusal model
olarak tekrarli 6l¢ltimlerde varyans analizi (repeated measures analaysis of variance)
uygulanmustir. Tip 1 hata (o) =0,05 alinarak 6nemlilik degerleri (significant-p degeri)
karsilagtirilacaktir. P (significant)<o=0,05 farklilik istatistiksel olarak dnemli kabul

edilmistir.

4. BULGULAR:

Palmitik Asit ve Glukozun INS-1E Hiicrelerinde Zamana ve Doza Bagh
Sitotoksik Etkilerinin MTT Testi ile Degerlendirme Bulgular:

Palmitik asid (0,5mMol) ve Glukozun (5mMol,16,7 ve 33 mMoL) INS-1E
hiicrelerine zamana ve doza bagli olarak ortaya ¢ikan sitotoksik etkilerinin MTT
testi ile degerlendirme sonuglar1 Grafik 1 ve Tablo 1 de verilmistir.

Grafik 1: INS-1E hiicreleri palmitik asit, glukoz ve palmitik asit + glukoz ile
muamele edilerek toksik siire ve doz MTT testi:
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16,7 mM Glukoz;

5 mM Glukoz; G16,7=

33 mM Glukoz; G5PA0,5= 5mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit;

PAO,5 = 0,5mMol Palmitik asit; G5

G33

16,7mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit; G33PA0,5= 33 mM

Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit; MTT 0.saat: Kontrol.

G16,7PA0,5
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Tablo 1 : INS-1E hiicreleri palmitik asit, glukoz ve palmitik asit + glukoz ile
muamele edilerek toksik siire ve doz MTT testi sonras1 optik dansite degerleri

(canlilik ytlizdeleri):
NO UYGULAMA OD DEGERI
1 0. saat kontrol/Bos 0,59384 + 0,034056
2 8. saat 0.5 mM PA 0,27208 = 0,021637
3 16. saat 0,5 mM PA 0,35248 +0,024518
4 24.saat 0,5 mM PA 0,36517 +0,029584
5 48.saat 0,5 mM PA 0,38499 + 0,092642
7 8. saat 5mM G 0,33473 +£0,016533
8 16. saat 5mM G 0,57417 +£0,014630
9 24. saat 5mM G 0,52799 +0,135195
10 48. saat 5mM G 0,82983 +0,511901
12 8. saat 5mM G ve 0,5 mM PA 0,27358 +0,012673
13 16. saat 5mMG ve 0,5 mM PA 0,33149 +0,016100
14 24. saat 5mM G ve 0,5 mM PA 0,36163 +0,017669
15 48. saat 5mM G ve 0,5 mM PA 0,55501 +0,311620
17 8. saat 16,7 mM G 0,30784 +0,014067
18 16. saat 16,7 mM G 0,52963 + 0,022201
19 24. saat 16,7 mM G 0,67708 =+ 0,137947
20 48. saat 16,7 mM G 1,19354 +0,523346
22 8. saat 16,7 mM G ve 0,5 mM PA 0,29679 +0,014311
23 16. saat 16,7 mM G ve 0,5 mM PA | 0,32808 + 0,014371
23 24. saat 16,7 mM G ve 0,5 mM PA | 0,33133 + 0,018726
25 48. saat 16,7 mM G ve 0,5 mM PA | 0,44689 + 0,276497
27 8. saat 33mM G 0,26953 + 0,022629
28 16. saat 33mM G 0,48509 £ 0,045298
29 24. saat 33mM G 0,49905 + 0,069086
30 48. saat 33mM G 0,76163 + 0,568482
32 8. saat 33mM G ve 0,5 PA 0,25068 + 0,011278
33 16. saat 33mM G ve 0,5 PA 0,31012+ 0,017372
34 24. saat 33mM G ve 0,5 PA 0,35011 +0,035244
35 48. saat 33mM G ve 0,5 PA 0,88287 + 0,474749

33




0,5mM Palmitik asid (PAO,5) ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinin
zaman i¢inde MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 2 de verilmistir.

Tablo 2: 0,5mM Palmitik asid ile muamele edilmis INS-1 hiicrelerin zaman i¢inde
MTT degerleri istatistiksel analiz (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat; 4= 24. saat; 5= 48. saat)

Measure:MEASURE 1

95% Confidence Interval for
Difference®

(I) PA0.5 (J) PAO5 Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.? Lower Bound | Upper Bound

1 2 322 006 ,000 303 340
3 241 003 ,000 232 251
4 229 004 ,000 217 241
5 209 012 1000 173 245

2 1 -322] 006 000 -340 -303
3 - 080’ 005 000 -095 -066
4 -093 005 000 -109 -077
5 113 012 000 -149 -017

3 1 o4 003 ,000 -251 -232
2 080’ 005 ,000 066 095
4 -013 002 ,000 -019 -007
5 -033 012 070 -066 001

4 1 -229 004 000 -241 =217
2 003’ 005 000 077 109
3 013 002 ,000 007 019
5 -020 011 804 -,052 013

5 1 -209 012 1000 -245 -173
2 113 012 000 077 149
3 033 012 070 -001 066
4 020 011 804 -013 052

PAO,5 = 0,5mMol Palmitik asit

Kontrol gruba gore palmitik asid uygulanan hiicrelerde canlilikta 8. Saatten
itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,000). 16. saat sonunda PA uygulamasi
yapilan hiicrelerin bilyiik bir kisminin kaybedildigi saptanmgtir. PA (0,5mM) ile
uygulanan hiicrelerde 24. saatten itibaren, canli kalan hiicre miktarindaki azalmada

belirgin degisiklik olmamuistir.

5 mM Glukoz (G5) ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinin zaman i¢inde
MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 3 de verilmistir.
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Tablo 3: 5 mM Glukoz ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerin zaman i¢inde MTT
degerleri istatistiksel analiz (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat; 4= 24. saat; 5= 48. saat)

Measure:MEASURE 1

95% Confidence Interval for
Difference®

(I) G5 (J) G5 Mean Difference (-J) Std. Error Sig.? Lower Bound | Upper Bound

1 2 250 004 ,000 246 212
3 020 004 000 009 031
4 066' 017 004 015 17
5 236" 066 007 -428 044

2 1 - 259’ 004 000 -212 -,246
3 239" 003 000 - 247 -232
4 103’ 018 000 - 245 -142
5 -495° 067 000 -689 -301

3 1 -020° 004 000 -031 -009
2 239’ 003 000 232 241
4 046 018 A1 -005 098
5 - 256 066 003 - 447 -064)

4 1 066" 017 004 17 2015
2 103 018 000 142 25
3 - 046 018 1 -098 005
5 2302 064 000 -489 -115

5 1 236 066 007 044 428
2 495 067 000 301 689
3 256 066 003 064 447
4 302 064 000 115 489

G5=5 mM Glukoz

Kontrol gruba gore 5,0mM Glukoz uygulanan hiicrelerde canlilikta 8. saatten
itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,004).

SMm Glukoz (G5) ve 0,5mM PA (PAO,5) ile muamele edilmis INS-1E
hiicrelerinin zaman iginde MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 4 de verilmistir.
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Measure:MEASURE 1

95% Confidence Interval for
Difference®

(I) G5PAQ.5 (J) G5PADS Mean Difference (I-)) Std. Error Sig.” Lower Bound | Upper Bound

1 2 320 005 000 306 334
3 262 003 000 253 212
4 237 003 000 222 242
5 039 040 1,000 -078 156

2 1 -320 005 000 -334 -306
3 -058 003 000 -066 -050
4 -088’ 003 000 -096 -080
5 - 281 040 000 -399 - 164

3 1 -267 003 000 =212 -253
2 058 003 000 050 066
4 -030' 002 000 -035 -025
5 -2 040 000 -340 -107

4 1 20 003 000 - 242 -222
2 088’ 003 000 080 096
3 030 002 000 025 035
5 -193 040 000 -309 -078

5 1 -039 040 1,000 -156 078
2 281 040 000 164 399
3 24 040 000 107 340
4 193 040 000 078 309

Tablo 4: 5Mm Glukoz ve 0,5mM PA ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerin zaman
icinde MTT degerleri istatistiksel analiz (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat; 4= 24.
saat; 5= 48. saat); G5PA0,5= 5mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit

Kontrol gruba gore 5,0mM G ve 0,5mM PA birlikte uygulanan hiicrelerde
canlilikta 8. saatten itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,000). 48. saatte ise
kontrole gore hiicre canlilig1 arasindaki anlamli fark kaybolmustur.

16,7 mM Glukoz (G16,7) ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinin zaman
icinde MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 2 de verilmistir.
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Measure:MEASURE 1

95% Confidence Interval for

Difference

() G16.7 (J)G16.7 Mean Difference (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound

1 2 286 004 000 274 298
3 064 004 000 053 075
4 -083 016 ,000 -129 -,038
5 - 600’ ,066 ,000 -791 -408

2 1 -286' ,004 ,000 -,298 -214
3 .22 003 000 -231 -213
4 -360 017 000 -420 -318
5 886/ 067 000 -1,081 -690

3 1 - 064 004 000 -075 -053
2 222 003 ,000 213 231
4 - 147 018 ,000 -,200 -095
5 664 067 000 -859 -469

4 1 083 016 000 038 129
2 360 017 000 318 420
3 147 018 ,000 095 200
5 -516' 062 ,000 -,696 -337

5 1 600 066 000 408 791
2 886/ 067 000 690 1,081
3 664 067 000 469 859
4 516 062 ,000 337 696

Tablo 5: 16,7 mM Glukoz ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerin zaman i¢inde
MTT degerleri (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat; 4= 24. saat; 5= 48. saat);G16,7=

16,7 mM Glukoz

Kontrol gruba gore 16,7 mM G uygulanan hiicrelerde canlilikta 8. saatten

itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,000). Tiim saatlerde bu fark istatiksel anlamli

olarak korunmustur.

16,7 mM Glukoz (G16,7) ve 0,5mM PA (PAO,5)ile muamele edilmis INS-1E
hiicrelerinin zaman i¢inde MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 6’da verilmistir.
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Measure:MEASURE _1

95% Confidence Interval for
Difference®

(1) G16.7PA0.5 (J) G16.7PA0.5 Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.* Lower Bound Upper Bound

1 2 297 ,005 ,000 ,281 313
3 266’ 003 ,000 1256 276
4 263 ,004 ,000 ,250 275
5 147 035 001 045 249

2 1 .,297 ,005 ,000 -313 -281
3 031 003 ,000 -,040 -023
4 -035' 003 1000 -044 -,025
5 -,150’ ,036 ,001 -,255 -,046

3 1 -.266] 003 ,000 -276 -,256
2 031 ,003 ,000 ,023 ,040
4 -,003 ,003 1,000 -011 ,004
5 119 035 014 -222 -,016

4 1 -,263' ,004 ,000 -275 -,250
2 035 003 ,000 1025 044
3 ,003 ,003 1,000 -,004 ,011
5 116 035 016 -218 -013

5 1 147 035 001 -,249 -,045
2 150° ,036 ,001 ,046 ,255
3 119 035 014 016 222
4 116 ,035 ,016 ,013 ,218

Tablo 6: 16,7 mM Glukoz ve 0,5mM PA ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerin
zaman i¢inde MTT degerleri istatistiksel analizi (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat; 4=
24. saat; 5= 48. Saat) G16,7PA0,5= 16,7mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asid

Kontrole kiyasla 16,7 mM Glukoz ve 0,5mM PA ile muamele edilmis INS-
1E hiicrelerinin canliliginda 8. saatten itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,000).

33 mM Glukoz (G33) ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinin zaman i¢inde
MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 7’de verilmistir.
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Measure:MEASURE 1

959% Confidence Interval for
Difference®

() G33 (J)G33 Mean Difference (I-)) Std. Error Sig Lower Bound | Upper Bound

1 2 34 005 000 309 340
3 109 007 000 089 128
4 095" 007 000 073 116
5 -168 071 208 -374 038

2 1 30 005 000 -340 -300
3 2216 007 000 - 235 - 196
4 2230 009 000 - 256 -203
5 492 073 000 - 706 -218

3 1 -100° 007 000 -128 -089
2 26 007 000 196 235
4 -014 010 1,000 -043 015
5 207 073 003 -488 -065

4 1 095 007 000 -116 -073
2 230 009 000 203 256
3 014 010 1,000 -015 043
5 263" 069 004 -465 -060

5 1 168 071 208 -038 374
2 492 073 000 278 706
3 ar 073 003 065 488
4 263" 069 004 060 465

Tablo 7: 33 mM Glukoz ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerin zaman i¢inde MTT
degerleri istatistiksel analizi (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat; 4= 24. saat; 5= 48.
saat); G33= 33 mM Glukoz

Kontrole kiyasla 33 mM Glukoz ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinin
canliliginda 8. saatten itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,000). Bu fark 48.saatte
kaybolmustur.

33 mM Glukoz ve 0,5mM PA ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerinin
zaman i¢inde MTT degerleri istatistiksel analizi Tablo 8’de verilmistir.
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Measure MEASURE 1

95% Confidence Interval for
Diference’

() G33PA0.5 (J) G33PADS Mean Difference () Std. Error Sig’ Lower Bound | Upper Bound

1 2 343 005 000 329 357
3 2841 003 000 205 29
4 244 005 000 230 258
5 289 061 000 -467 -1

2 1 KTy 005 000 357 329
3 059 003 000 067 051
4 099 005 000 113 086
5 632 061 000 810 455

3 1 284 003 000 292 215
2 059 003 000 051 067
4 040 004 000 052 028
5 573 061 000 751 394

4 1 U4 005 000 258 230
2 099 005 000 086 113
3 040 004 000 028 052
5 533 060 000 108 358

5 1 2% 061 000 i 167
2 62 061 000 A5 810
3 513 061 000 304 751
4 533 060 000 358 108

Tablo 8: 33 mM Glukoz ve 0,5mM PA ile muamele edilmis INS-1E hiicrelerin
zaman i¢cinde MTT degerleri istatistiksel analizi (1=0.saat; 2= 8. Saat; 3= 16. Saat;
4= 24, saat; 5= 48. saat); G33PA0,5= 33 mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit.

Kontrole kiyasla 33 mM Glukoz ve 0,5mM PA ile muamele edilmis INS-1E
hiicrelerinin canliliginda 8. saatten itibaren belirgin azalma olmustur (p=0,000).

MTT testi sonucunda palmitik asidin INS-1E hiicrelerinde erken ve Glukoza
gore daha belirgin stres faktorii oldugu ¢iinkii INS-1E hiicrelerde 6zellikle palmitik
asid uygulamasindan 8 saat sonra canlilik oraninda en carpici diisiisiin goriildiigi,
Glukoz i¢inde gene 8.saatten sonra canlilikta azalma baslamakla birlikte daha az
oranda oldugu saptanmustir.
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Palmitik Asit, Glukoz ve Palmitik asit + Glukoz Uygulanan INS-1E

Hiicrelerinden izole Edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyon sonuclar

Farkli saatlerde uygulanan palmitik asit ve glukoz ile palmitik asit + glukoz
sonrasinda INS-1E hiicrelerinden elde edilen RNA oOrneklerinin safliginin ve
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan 6l¢iimlerin sonuglar1 asagidaki goriintii
ve tabloda gosterilmistir.

Ayirmis oldugumuz RNA’nin saglamligini kontrol etmek i¢in agaroz jel
elektorferez yontemi uyguladik.

Total RNA’nin yaklagik %80’inini olusturan 28S ve 18S RNA belirgin bant
kat olarak gozlenmis ve 28S:18S orani yaklagik 2:1 bulunmustur. Dolayisi ile bu
calismamizda jel elektroforez ile yiirlitme sonrasi 28S, 18S ve 5S RNA net bir
bicimde gbzlenmistir.

Elde edilen RNA o6rneklerinin %1’lik agaroz jeldeki goriintiisii sekil 13°.de

gosterilmistir.

Sekil 7 : RNA izolasyonu sonucu %1 ’lik agaroz jeldeki goriintiisii.; 1.50 bp Marker; 2. 16,7mM
G+0,5mM PA 16. Saat; 3.33mM G 16. Saat ; 4.16,7/mM G 16. Saat; 5. 33mM G+ 0,5mM PA 16.
Saat; 6.0,5mM PA 16. Saat; 7.5mM G 16. Saat; 8. 5mM G+0,5mM PA 16. Saat

Farkli saatlerde uygulanan palmitik asit ve glukoz sonrasinda INS-1E
hiicrelerinden elde edilen RNA orneklerinin safliinin ve konsantrasyonunun
belirlenmesi icin yapilan dl¢limlerin 24.saaten itibaren sonuclar1 asagidaki tabloda

(Tablo 9) gosterilmistir.
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Tablo 9: Orneklere ait 24.saat ve sonrast RNA izolasyonu saflik ve konsantrasyon sonuglari:

Ornek Pozisyon 260 Raw 280 Raw 320 Raw 260 280 260/280 ng/pL
24.saat G5 B2 0,727 0373 0,043 0,679 0,327 2,077 542,943
24 .saat G5 B3 0,748 0,381 0,046 0,687 0,327 2.1 549,665

24 .saat

P05 c2 0,805 0,409 0,045 0,759 0,364 2,087 607,317
kontrol

24 .saat

P05 c3 0,659 0,352 0,073 0,579 0,275 2,103 463,105
kontrol

24.saat D2 0,471 0,244 0,043 0,427 0,2 2,135 341,951

PADS , , , , , , ,

24.saat D3 0,537 0,298 0,067 0,468 023 2,037 374,205

PAO5

24 saat E2 0,451 0,243 0,052 04 0,19 21 320,008
G16,7P0,5 ' , : : : , ,

24.saat E3 0,455 0,241 0,044 0,412 0,197 2,095 329,639
G16,7P0,5 ' * * ' : : ’
48.saat G5 F2 05 0,265 0,048 0,456 0219 2,086 364,821
48.saat Gb F3 0,507 0,265 0,044 0,469 0223 2,099 375,153

4?,5%“ G2 0,533 0,278 0,045 0,496 0,237 2,095 396,842

4?,5?‘ G3 0,535 0,28 0,047 0,495 0,236 2,097 396,351

48.saat

pyscoge B2 0,569 0,295 0,042 0,521 0,249 2,001 416,913

48 saat B3 0,58 03 0,045 0,522 0,248 2,106 417,462

G5PO5 , , , , : , ,

‘g%a@t c2 0,355 0,196 0,045 0,307 0,149 2,056 245,508

“Gsizae;t c3 0,363 0,203 0,049 0,308 0,15 2,055 246,721

48.saat

P05 D2 0,626 0,323 0,043 0,584 0,279 2,092 466,855
kontrol

48.saat

P05 D3 0,634 0,328 0,045 0,588 0,282 2,086 470,141
kontrol

48 sant E2 0,46 0,249 0,052 0,408 0,196 2,083 326,502
G16,7P0,5 ' ' ' ' ’ ’ ’
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48.saat

5167P05 E3 0,451 0,239 0,044 0,408 0,195 2,094 326,147
48.saat G33 B2* 0,536 0,276 0,044 0,486 0,23 2,114 388,844
48.saat G33 B3* 0,586 0,405 0,237 0,339 0,164 2,065 270,832

48 saat H2 0,365 0,197 0,045 0,324 0,153 2,121 258,802
G33P0.5 , : : , , , ,
48 saat H3 0,375 0,204 0,047 0,331 0,158 2,093 264,929
G33P05 , : : , , , ,
72. saat G5 co2* 0,361 0,196 0,046 0,311 0,148 2,099 248,884
72 saat G5 c3* 0,303 0,195 0,093 0,204 0,1 2,039 163,484
72..saat
P05 D2* 0,829 0,605 0,347 0,481 0,259 1,857 384,852
72. saat
P05 D3* 0,477 0,293 0,116 0,358 0,177 2,023 286,157
72.saat -
G5P0 5 B2 0,459 0,25 0,064 0,389 0,184 2,114 311,275
72.saat -
G5P0 5 B3 0,438 0,264 0,107 0,321 0,153 2,096 256,642
72.saat .
G16.7P0,5 H2 0,298 0,166 0,045 0,254 0,121 2,09 202,831
72.saat .
G16.7P0,5 H3 0,3 0,167 0,047 0,254 0,122 2,088 203,365
72.saat G33 F2* 0,305 0,169 0,048 0,257 0,122 2,112 205,312
72. saat
633 F3* 0,297 0,164 0,044 0,254 0,121 2,092 203,234
72. saat "
G33P0 5 c2 0,431 0,322 0,225 0,201 0,096 2,109 161,166
72. saat N
G33P0 5 c3 0,298 0,167 0,049 0,243 0,116 2,096 194,1

0.saat RNA F2 0,311 0,175 0,048 0,264 0,127 2,078 211,277

0.saat RNA F3 0,307 0,171 0,043 0,265 0,128 2,077 212,075

PAO0,5 = 0,5mMol Palmitik asit; G5= 5 mM Glukoz; G16,7= 16,7 mM Glukoz; G33= 33 mM Glukoz; G5PA0,5=
5mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit; G16,7PA0,5= 16,7mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit; G33PA0,5= 33
mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit.
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Elde ettigimiz RNA’larin safligininin kontrolii 260/280 nm dalga
boyundaki absorbans orani ile saptanmistir. Elde edilen RNA’larin
260/280 nm absorbans orani 2,0-2,1 olarak 6l¢iilmiistiir. Absorbans




degeri niikleik asit konsanrasyonu ile dogru orantilidir. RNA i¢in
A260/A280 oran1 yaklasik 2 olmas1 beklenir. Bizim orneklerimizde
protein kontaminasyonu olmadigini teyid ettik. Gene ayni cihaz ile RNA
miktarlarinin konsantrasyon 6l¢iimiinii yapilmistir (Tablo 9).

cDNA Kontrol PZR

INS-1E hiicreleri palmitik asit, gukoz ve palmitik asid ve glukoz ile gerekli
inkiibasyonu sonrasi hiicrelerden elde ettigimiz, safligindan ve saglamligindan emin
oldugumuz RNA havuzumuz i¢indeki mRNA’lardan komplementer DNA (cDNA)
sentezini ticari kit kullanarak uygun protokolde gerceklestirdik. Protokol sonunda
cDNA’larin elde edilip edilemedigi kontrol (house-keeping) primerleri ile kontrol
edilmistir. Burada yapilan klasik PZR’de rat aktin  kontrol primerleri kullanilmistir.
99 baz ¢ifti uzunlugundaki bant goriintiisii sekil 14 *de gosterilmistir.

Sekil 8: Rat actin B primeri ile cDNA PZR 6rnekleri
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Bir sonraki asama olan ger¢ek zamanli PZR’de elde edilen bu cDNA’lar

kullanilmistir.

ER stres sensor geni GRP78, Golgi cisimcigi yapisal genlerinden GCP60
(ACDB3), GM130 (Golga2), ARF1, Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden

sialiltransferaz 4A (st3gall), sialiltransferaz 10 (st3gal6) ile golgi cisimcigi stres

genleri HSP47 (serpin), CREB3 ve ARF4 genlerinin ifadelenmeleri saptamak amaci

ile her bir rat genine ait real time ready prob ile birlikte LightCycler TagMan Master

kiti kullanmilda.

Tablo 10°‘da zaman i¢inde farkli PA ve Glukoz knsantrasyonlarda genlerin

ifadelenme diizeyleri verilmistir.

Tablo 10: Genlerin ifadelenme diizeyleri

Acbd3 Geni 8.saat 16.saat 24.saat 48.saat Toplam
0,576 £
0,5mM PA 0,347 +£0,196 | 0,725+0,276 | 0,35+0,137 0,825+0,34 0,317
0,801+
16,7mM Glukoz 0,423 +£0,2 0,91+0,332 | 0,815+0,294 0,96 £ 0,39 0,349
0,653
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 0,393+0,14 | 0,833+0,371 0,545+0,2 0,778 £ 0,346 | 0,313
0,775 %
33mM Glukoz 0,670,128 | 0,943+0,347 | 0,485+0,233 | 0,978+0,405 | 0,348
0,845 +
33mM Glukoz+0,5mM PA 0,703+0,284 | 0,953+0,357 | 0,77+0,263 | 0,918+0,368 | 0,306
0,809 +
5mM Glukoz 0,38+0,145 | 0,915+0,379 | 0,865+0,701 | 0,968 +0,395 | 0,473
0,693 +
5mM Glukoz+0,5mMPA 0,5+0,09 0,763 +0,304 | 0,385+0,136 | 1,075+0,547 | 0,409
0,736 £
Toplam 0,488 £ 0,203 | 0,863 +0,312 | 0,602 £0,356 | 0,929+0,368 | 0,364
Arfl Geni 8.saat 16.saat 24 .saat 48.saat Toplam
0,979 £
0,5mM PA 1,025+0,883 | 1,07 £0,553 0,820,417 1,01+ 0,603 0,576
1,164 +
16,7mM Glukoz 0,828 +0,628 | 1,353+0,66 | 1,265+0,582 1,227 £ 0,77 0,618
0,945 +
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 0,915+0,657 | 1,05+0,479 0,83+0,367 | 0,997+0,736 | 0,506
1,235+
33mM Glukoz 1,258 +0,779 | 1,353+0,603 | 0,805+0,34 1,62 +1,078 0,698
1,121 +
33mM Glukoz+0,5mM PA 1,488+0,738 | 1,125+0,556 | 0,89+0,374 | 0,937+0,583 | 0,568
1,318 +
5mM Glukoz 1,15+0,874 | 1,545+0,863 | 1,135+0,533 | 1,483 +0,895 | 0,733
0,894 +
5mM Glukoz+0,5mMPA 0,975+0,555 | 0,93 +0,497 0,56+0,247 | 1,183 +0,978 | 0,566
1,094 +
Toplam 1,091+0,686 | 1,204 +0,579 | 0,901+0,432 | 1,208+0,732 | 0,614
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Toplam

Arf4 Geni 8.saat 16.saat 24.saat 48.saat
1,421 +
0,5mM PA 1,413 £ 0,343 1,5+0,53 1,753 +£0,624 1,1+0,551 0,511
1,084
16,7mM Glukoz 1,038 £ 0,129 1,01 £0,392 1,27 £ 0,449 1,065 £ 0,503 | 0,359
1,266
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 1,288 +£0,208 | 1,343+0,588 | 1,507 +0,537 | 0,988 +£0,402 | 0,442
1,288 =
33mM Glukoz 1,113+0,181 | 1,178 £ 0,504 1,65+0,584 1,303 +£0,626 | 0,484
1,633
33mM Glukoz+0,5mM PA 1,595 + 0,383 1,51+0,588 2,05+0,728 1,48 £0,757 0,594
1,212 +
5mM Glukoz 1,125+0,153 | 1,263 £ 0,547 1,343 +0,48 1,15+ 0,509 0,407
1,245 +
5mM Glukoz+0,5mMPA 1,293 +0,356 | 1,383 +0,461 1,4 £0,495 0,945 +£0,345 | 0,412
1,307 =
Toplam 1,266 +0,3 1,312+0,489 | 1,568 + 0,538 1,147 £ 0,51 0,479
Creb3 Geni 8.saat 16.saat 24.saat 48.saat Toplam
2,287+
0,5mM PA 3,127+3,424 | 2,14%0,821 | 2,237+0,695 | 1,643+ 1,877 | 1,815
1,471
16,7mM Glukoz 2,317 £ 2,403 1,23 £0,419 1,137 £ 0,398 1,2+1,386 1,312
1,758 +
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 2,973+3,193 | 1,133+0,274 1,48 £ 0,05 1,447 £ 1,515 | 1,686
1,513
33mM Glukoz 2,583 + 3,06 1,263 +£0,512 1,07 £ 0,202 1,133 +1,196 | 1,562
1,967
33mM Glukoz+0,5mM PA 3,333+3,873 | 1,283 +£0,258 1,75 +£0,988 1,5+1,606 2,023
1,631+
5mM Glukoz 2,387 + 2,456 1,45 £ 0,459 1,413 +0,055 | 1,273+1,487 | 1,323
1,905 +
5mM Glukoz+0,5mMPA 3,137+3,432 | 1,793+0,457 | 1,397+0,186 | 1,293 +1,106 | 1,732
1,79 £
Toplam 2,837 +£2,671 1,47 £ 0,536 1,498 £0,558 | 1,356+ 1,244 | 1,615
Golga2 Geni 8.saat 16.saat 24.saat 48 saat Toplam
0,852 %
0,5mM PA 1,013£0,359 | 0,888+0,112 | 0,583+0,175 | 0,95+0,046 | 0,26
0,829 £
16,7mM Glukoz 0,993+0,211 | 0,863+0,176 | 0,573+0,173 | 0,907 £0,157 | 0,233
0,847 +
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 0,963 +£0,129 0,94 £ 0,127 0,635+0,191 0,850,142 0,192
0,874
33mM Glukoz 0,913+0,079 | 1,298+0,342 | 0,493 +0,154 | 0,767 £0,104 | 0,359
0,911 +
33mM Glukoz+0,5mM PA 0,86 + 0,071 1,075+0,151 | 0,783 +0,237 | 0,933+0,042 | 0,177
0,921 +
5mM Glukoz 0,988 £ 0,209 | 1,045 +0,228 0,77 £0,254 0,867 £ 0,097 0,22
0,869 +
5mM Glukoz+0,5mMPA 1,068 £ 0,088 0,953+0,12 0,565 +0,173 0,9+0,108 0,23
0,872
Toplam 0,971+£0,179 | 1,009+0,222 | 0,629+0,202 | 0,882 +0,107 0,24
Grp78 Geni 8.saat 16.saat 24.saat 48.saat Toplam
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3,116 +

0,5mM PA 3,21+0,762 3,41+1,958 | 3,285+2,613 | 2,403 +3,124 | 2,051
0,938 +
16,7mM Glukoz 0,72 £0,147 0,6 +0,29 0,885+0,763 | 1,677 +2,049 | 0,988
1,936
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 2,127+0,446 | 1,778 +0,969 | 2,145+1,661 | 1,68+2,261 1,31
0,596 +
33mM Glukoz 0,663 £ 0,29 0,4 0,185 0,34 +0,238 1,13+1,413 0,663
1,398+
33mM Glukoz+0,5mM PA 1,12+0,297 | 1,253+0,624 | 1,293+1,068 | 2,01+2,633 1,244
1,033+
5mM Glukoz 1,21+0,324 | 0,903+0,479 | 1,085+0,712 | 0,96+1,138 0,632
2,374
5mM Glukoz+0,5mMPA 2,723+0,935 | 2,545+1,46 | 2,083+1,701 | 2,187+2,913 | 1,634
1,627 +
Toplam 1,682+1,055 | 1,555+1,386 | 1,588 +1,582 | 1,721+2,008 | 1,516
St3gall Geni 8.saat 16.saat 24 .saat 48.saat Toplam
1,961 +
0,5mM PA 2,023+1,272 | 2,823+1,869 | 1,69+1,028 | 1,308+0,997 | 1,329
0,914 +
16,7mM Glukoz 0,825+0,578 | 0,813+0,443 | 0,545+0,264 | 1,475+1,16 0,717
1,444 +
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 1,615+1,035 | 2,163+1,314 | 0,993+0,563 | 1,008 £ 0,825 | 1,005
0,846
33mM Glukoz 0,703+0,476 | 0,855+0,45 | 0,543+0,339 | 1,285+1,029 | 0,634
1,402 +
33mM Glukoz+0,5mM PA 1,343+0,874 | 2,438+2,073 | 1,138+0,797 | 0,69 0,589 1,284
1,329+
5mM Glukoz 1,23+0,873 | 1,525+1,001 | 1,018+0,562 | 1,545+1,179 | 0,863
1,454 +
5mM Glukoz+0,5mMPA 1,923+1,328 | 1,853+1,322 | 0,743+0,374 | 1,298+1,11 1,104
1,336
Toplam 1,38+0,978 | 1,781+1,389 | 0,953+0,661 | 1,23+0,927 1,053
St3gal6 Geni 8.saat 16.saat 24 .saat 48.saat Toplam
0,653
0,5mM PA 0,793+0,339 | 0,705 0,291 0,35+0,12 0,763 +0,427 | 0,336
0,649
16,7mM Glukoz 0,705+0,323 | 0,815+0,44 0,41+0,199 | 0,665+0,405 | 0,352
0,697
16,7mM Glukoz+0,5mMPA 0,85+0,415 | 0,815+0,276 | 0,405+0,158 | 0,718 +0,409 | 0,348
0,737 £
33mM Glukoz 0,793+0,335 | 0,85+0,343 | 0,425+0,317 | 0,88+0,428 0,372
0,783
33mM Glukoz+0,5mM PA 1,04 £ 0,429 0,93+0,354 | 0,535+0,213 | 0,625+0,425 | 0,392
0,714 +
5mM Glukoz 0,703 +0,364 | 0,898 + 0,527 0,6 +0,197 0,655+0,318 | 0,351
0,65+
5mM Glukoz+0,5mMPA 0,753+0,325 | 0,71+0,292 | 0,273+0,089 | 0,865+ 0,506 | 0,381
0,697
Toplam 0,805+0,339 | 0,818+0,337 | 0,428 £0,202 | 0,739+0,382 | 0,355
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PAO0,5 = 0,5mMol Palmitik asit; G5= 5 mM Glukoz; G16,7= 16,7 mM Glukoz; G33= 33 mM Glukoz; G5PA0,5=
5mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit; G16,7PA0,5= 16,7mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit; G33PA0,5= 33
mM Glukoz ve 0,5mMol Palmitik asit.

Genlerin zaman ic¢inde palmitik asid ve glukoz uygulamalart ile gen
ifadelenme kat degisimleri grafik seklinde asagida verilmistir.

Grafik 2: ER stres genlerinden grp 78 gen kat degisimleri:

W 8.saat MW16.saat MW 24.saat 48.saat M Toplam
6
5
4 ‘|V
3 [ [
T
. | [ |
. [ 1"
0,5mM PA 16,7mM Glukoz 16,7mM 33mM Glukoz 33mM 5mM Glukoz 5mM Toplam
Glukoz+0,5mMPA Glukoz+0,5mM PA Glukoz+0,5mMPA

Grp78 gen kat degisimi uygulama icinde anlaml farklihk géstermezken, palmitik asid
uygulamalarinda, tek basina glukoz uygulamalarina gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttigi tesbit edilmistir (p<0,05).

Grafik 3: Golgi cisimcigi yapisal genlerinden GCP60 (ACBD3) gen kat degisimleri
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Gcp60(abced3) gen kat degisimi uygulama ile artis egilimindedir fakat istatistiksel
olarak anlamh farkhlik gostermemistir.

Grafik 4 : Golgi cisimcigi yapisal genlerinden GM130 (golga2) gen kat degisimleri:
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GM130 (golga2) gen kat degisimi tiim uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermemistir.

Grafik 5: Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden Sialiltransferaz4A (st3gall)
gen kat degisimleri:
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Sialiltransferaz4A (st3gall) gen kat degisimi uygulama i¢inde anlamli farklilik
gostermezken, palmitik asid uygulamalarinda, tek basina glukoz uygulamalarina gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artis tesbit edilmistir (p<0,05).

Grafik 6: Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden Sialiltransferaz10 (st3gal6) gen
kat degisimleri:
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Sialiltransferaz10 (st3gal6) gen kat degisimi tiim uygulamalarda istatistiksel olarak
anlaml farklilik géstermemistir.

Grafik 7: Golgi cisimcigi stres genlerinden ARF1 gen kat degisimleri:
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ARF1 gen kat degisimi tiim uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemistir.

Grafik 8: Golgi cisimcigi stres genlerinden CREB3 gen kat degisimleri:
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CREB3 gen kat degisimi tiim uygulamalarda ilk 8 saatte artis egilimdedir. Tek basina
palmitik asit uygulamasina gore ise 6zellikle 33mMolGlukoz ve 0,5mMol Palmitik
asid birlikte uygulanan grupta CREB3 kat artisi ilk 8 saatte istatistiksel olarak
anlamli olarak daha yiliksek bulundu (p=0,013).
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Grafik 9: Golgi cisimcigi stres genlerinden ARF4 gen kat degisimleri:
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ARF4 gen kat degisimi tiim uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemistir.

Gen kat artiglarinin zaman iginde artiglarini 6zetleyen grafikler asagida belirtilmistir.
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Grafik 10: 8. saat uygulamalarinda gen ifadelenmelerinin birbiri ile kargilastirmasi

8.saat

N

[N

Arfa Golga2 Arfl Acbd3 Grp78  X01117 St3gall  St3gal6 Creb3  Serphinl

M bos kontrol m0,5mM PA m5mM Glukoz 5mM G+0,5mM PA M 16,7mM Glukoz

M 16,7mM G+0,5mM PA B 33mM Glukoz H33mM G+0,5mM PA B O0,saat

Grp78 gen ifadelenme kat artiginda, palmitik asit varliginda (0,5mMol PA, SmMolG
ve 0,5mMol PA, 16,7mMol G ve 0,5mMol PA) belirgin kat artis1 olmustur (p
<0,05). St3gall gen ifadelenme kat artisinda, palmitik asit varliginda (0,5mMol PA,
5mMolG ve 0,5mMol PA, 16,7mMol G ve 0,5mMol PA, 33mMol G ve 0,5mMol
PA) ifadelenmesinde belirgin kat artis1 olmustur (p <0,05). Serpinl gen ifadelenme
kat artis1 da 0,5mMol PA ile SmMolG varliginda 5 kat kadar artmistir. Bu gen
ifadelenme artisi 8. saatte 33mMol G ile 0,5mMol PA varliginda 3 kat kadar
olmustur.
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Grafik 11: 16. saat uygulamalarinda gen ifadelenmelerinin birbiri ile karsilastirmasi
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M bos kontrol m0,5mM PA B 5mM Glukoz ® 5mM G+0,5mM PA B 16,7mM Glukoz B 16,7mM G+0,5mM PA B 33mM Glukoz B 33mM G+0,5mM PA B O0,saat

Grp78 ve St3gall gen ifadelenme kat artisinda, palmitik asit varliginda
(0,5mMol PA, 5mMolG ve 0,5mMol PA, 16,7mMol G ve 0,5mMol PA, 33mMol G
ve 0,5mMol PA) belirgin kat artis1 olmustur (p <0,05).

Grafik 12: 24. saat uygulamalarinda gen ifadelenmelerinin birbiri ile karsilagtirmasi
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24.saat
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Arf4 Golga2 Arfl Acbd3 Grp78  X01117 St3gall St3gal6  Creb3  Serphinl

M bos kontrol H0,5mM PA B 5mM Glukoz 5mM G+0,5mM PA  E16,7mM Glukoz

M 16,7mM G+0,5mM PA B 33mM Glukoz H33mM G+0,5mM PA M O0,saat

24 satte Grp78 gen ifadelenmesi, palmitik asit varliginda (0,5mMol PA,
5mMolG ve 0,5mMol PA, 16,7mMol G ve 0,5mMol PA, 33mMol G ve 0,5mMol
PA) diger genlerin ifadelenme diizeyine gore belirgin fazladir (p <0,05). 24.saatte
ozellikle 33mMol glukoz ve 33mMol glukoz ve 0,5mMol palmitik asit uygulamasi
ile serpinH1 gen ifadelenmesinde diger genlerin ifadelenme diizeylerine kiyasla artig
tesbit edilmistir (p <0,05).
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48.saat

14
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N

Arfd Golga2 Arfl Acbd3 Grp78 X01117 St3gall St3galé Creb3

o

Serphinl

M bos kontrol ®0,5mM PA ®5mM Glukoz ®5mM G+0,5mM PA B 16,7mM Glukoz ™ 16,7mM G+0,5mM PA B 33mM Glukoz ®33mM G+0,5mM PA M 0,saat

Grafik 13: . 48. saat uygulamalarinda gen ifadelenmelerinin birbiri ile
karsilastirmasi

48.saatte Grp78 gen ifadelenmesi, tiim uygulamalarda palmitik asit varliginda
diger genlerin ifadelenmesine kiyasla yiiksek seyretmektedir (p <0,05). Gen
ifadelenme seviyeleri diger genlere kiyasla 6zellikle 0,5mMol PA, 5SmMolG ve
0,5mMol PA, 16,7mMol G ve 0,5mMol PA, 33mMol G ve 0,5mMol PA
uygulamalarinda 10-12 kata kadar ulagsmustir. 48.saatte tiim uygulamalarda CREB3
gen ifade kat artis1 diger genlere gore yiiksek olarak bulunmustur (p <0,05). Serpinl
bu saatteki analizlerde teknik/biyolojik sorun olabilecegi diisiiniilen bir nedenden
dolay1 dlglilememistir.

5. TARTISMA:
Golgi cisimcigi, endoplazmik retikulumdan ¢ok daha karmasik bir organeldir.
Bu organelin fonksiyonu ile detaylar, karmasik glikolizsayon ve ileri isleme
olaylarmin yonetimi, hiicresel stres durumunda davranis, stresi algilayan
molekiilleri, saperonlari, stresle bas edebilme mekanizmalar1 heniiz bilinmemektedir.

Bu bilinmeyenler arasinda, 6zellikle olduk¢a 6nemli bir sekretuvar hiicre olan
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pankreas B-hiicrelerinde, Golgi cisimciginin davranisi, diyabetik bireylerde hastalik
stirecinde golgide gelisen adaptif veya maladaptif mekanizmalar ve 6nemi hig
arastirilmamistir. Patogenezin aydinlatilmasi ve hastaligin tedavisinde yol
katedebilme agisindan bilinmeyenlere 151k tutmak ve ileri caligmalara zemin
hazirlamak i¢in bu ¢alismay1 planladik.

Insiilin sentez ve sekresyon ihtiyacini arttig1 Tip2DM vakalarinda olumsuz
metabolik ¢evrenin olusturdugu glukolipotoksisitenin B-hiicre fonksiyon kaybinda ve
daha sonra kiitlesinde azalmada 6nemli rol oynadig: bilinmektedir. Lipotoksisitenin
ozellikle ER stresine neden oldugu bir ¢ok ¢alismada tesbit edilmistir. Cunha,
Hekerman ve arkadaglarinin 2008 yilinda INS-1E hiicrelerinde serbest yag asitlerinin
indiikledigi ER stresi ve apoptotik 6liimiin mekanizmasini ortaya ¢ikartmak adina
yaptiklar1 ¢alismada doymus ve doymamis yag asitlerinin farkli ER stres sinyallerini
aktive ettikleri gosterilmistir (40). Biz de bu ¢alismamizda INS-1E rat pankreatik -
hiicreleri i¢in doymus yag asidi olan palmitik asidin glukoza gore daha belirgin stres
faktorii oldugunu, INS-1E hiicrelerinde 6zellikle palmitk asid uygulamasinin erken
saatlerinde ciddi hiicre kayb1 meydana geldigini birkez daha gdstermis olduk. Glukoz
ise diisiik dozlardan (5SmMol) yiiksek dozlara (33mMol) ¢iktik¢a ve zaman
ilerledikge artan hiicre kaybina neden olmustur. Bu ¢aligsmada, literatiirde diger
calismalar1 destekler nitelikte, INS-1E rat pankreatik B-hiicreleri i¢in bu seviyede
lipotoksisitenin, tek basina glukotoksisiteye kiyasla daha toksik oldugu
gosterilmistir.

Palmitik asid ile yapilan ¢alismalarda, doymus yag asidi olan palmitik asidin
ozellikle insiilin ifadelenmesi ile ilgili transkripsiyon faktorlerinin (PDX-1) niikleusa
transportunu ve bazilarinin ise (MafA) ifadelenmesini etkileyerek glukoza bagh
insiilin salgilanmasini azalttig1 gosterilmistir (45). Bunun gibi palmitik asidin,
transkripsiyon faktorii olan SREBI1¢’in ifadelenmesini arttirarak kiigiik GTP-
baglayan Rab27 nin efektorii olan graniilophilin adli proteinin ifadelenmesini
arttirdig1 gosterilmis ve bu yol ile insiilin ekzositozunu etkileyebildigi tesbit
edilmistir (44).

Aslinda lipotoksisite ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada palmitik aside bagl
toksisitenin en 6nemli sebebinin, hiicre i¢inde seramid birikimine neden olmasi

yoniindedir. Glukolipotoksisite ve/veya lipotoksisite varliginda seramid sentezinin
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artmasi ve ER’den Golgiye seramid transferinin yapilamamasi nedeni ile 6zellikle
ER membraninda seramid birikir. ER’de biriken seramid, ER strese neden olarak
propaptotik etki gosterir (46-49).

Seramid- ER stres iliskisini irdeleyen bir¢ok ¢alisma vardir (40-43,46-48).
Fakat seramid fazlaliginin Golgi cisimcigine etkisi bilinmemektedir. Seramid
birikimine neden olan lipotoksik/glukolipotoksik ortam ayni1 zamanda Golgi
cisimciginin seramidi detoksifye etmek amaci ile adaptif mekanizmalarini, yani ileri
sfingolipid sentez mekanizmalarini arttirmasini tetiklemesi beklenir. Bu adaptif
cevabi olusturabilmek i¢in Golgi, genisleyebilmek adina yapisal proteinlerini,
sfingolipidleri sentezleyebilmek adina ilgili lipid sentez enzimlerini, lipidlerin
vezikiiler ve nonvezikiiler transportunu gergeklestirebilmek adina ise ilgili proteinleri
arttirmalidir.

Literatiirde bu vakalarda B-hiicre Golgi cisimciginde goriilen etkiler ve Golgi
stres cevabinin nasil oldugu konusunda bugiine kadar bir arastirma ve dolayisi ile
bilgi yoktur. Golgi stresinin p-hiicre fonksiyon kayb1 ve apoptozisindeki rolii daha
once arastirilmamuistir.

Golgi cisimcigi stresi, endoplazmik retikulum stresini tetikleyen
mekanizmalar ile paralel gidebilecegi gibi, Golgi cisimciginde olusan stres,
endoplazmik retikulumda olusan stresten ayri olabilir. Biz bu ¢alismamizda literatiir
bilgileri ile uyumlu olarak tek basina palmitik asidin 0,5 mM konsantrasyonda ER
stresi yarattig1, ER stres genlerinden grp78 ifadelenmesini palmitik asid
uygulamasindan sonra 8. saatten itibaren 3 kat arttigini tesbit ettik. Glukoz tek
basina ER stres geninde artis yapmazken, glukoza palmitik asid eklendiginde yani
glukolipotoksisite yaratildiginda bu gende anlamli artis olmustur.

Glukoliptoksitenin ER de yarattig1 bu stresin Golgi cisimciginde nasil bir
degisime neden oldugunu tesbit edebilmek i¢cin Golgi cisimcigine 6zel proteinlerdeki
ifadelenme degisimlerini inceledik. Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden
sialiltransferaz 4A (st3gall) ifadelenmesi, gergekten de, palmitik asid tek basina
uygulananan ve glukoz ile palmitik asidin birlikte verilerek glukolipotoksisite
yaratilan tiim hiicrelerde ER stres geni Grp78’in ifadelenmesinden biraz daha geg,
16. saatten itibaren en az 3 kat artmistir. Bu gendeki ifadelenme artis1 24. saatten

sonra azalmaya baslamistir. Bu ¢alismada literatiirde ilk defa olarak INS-1E rat 3-
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hiicrelerinde lipotoksisite/glukolipotoksisite sonrasi ER stresi takiben, Golgi
cisimcigi glikozilasyon enzimlerinden birisinin ifadelenmesinin arttigi gosterilmis
oldu.

Golgi cisimcigi stresi nasil algiladi ve adaptif mekanizmalar1 devreye sokmak
icin niikleusa nasil sinyal gonderdi bilinmemektedir. Calismamizda inceleme
yaptigimiz GCP60 (ACDB3) ve GM130 (golga2) gibi Golgi yapisal proteinlerin
ifadelenme miktarinda herhangi bir degisim tesbit edemedik. Aslinda stres altindaki
bu organelin, hiicrenin hayatta kalabilmesi adina is yiikiinii karsilayabilmek i¢in
yapisini genigletmesini beklemekte idik.

Bilindigi iizere Golgi olduk¢a karmasik, hareketli, ylizey alan1 ¢ok genis
kompleks bir organeldir (52). Stres ile iliskili olarak sadece adaptif genisleme
gereken bolme ile ilgili (ER-Golgi arasi, cis, medial veya trans golgi kompartman ile
trans golgi ag1) yapisal genlerde artig s6z konusu olmus olabilir ve bizim
calismamizda degerlendirdigimiz proteinlerden farkli olabilir. Sfingomyelin sentezi
ile ilgili bolgede yapisal protein seramid transporter gen ifadelenmesine veya
sfingomyelin sentezi ile iliskili bir enzimin ifadelenmesine bakma imkanimiz olsa
idi, adaptif bir artis tesbit edebilirdik. Liu ve ark, Olkkohen ve ark, Yamaji ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada belirtildigi iizere ER ile golginin birbirine
yakinlastigi ve seramidin golgiye transfer edildigi ER-Golgi membran temas
bolgeleri en cok ER-Trans Golgi arasindadir. Golgi aygitina taginan seramid, orada
glukozil seramid, sfingomyelin ve diger kompleks glikosfingolipidlerin sentezinde
kullanilir (48, 49,53) . Bizim ¢alismamiz lipid yiikiiniin arttig1 durumlarda bu
bolgelerde islevsel proteinlerin ifadelenmesi arastirmak agisindan ileri ¢aligmalara
151k tutacaktir.

ARF’ler evrimsel siliregte korunmus ve siirekli ifadelenen kiigclik GTPazlardir.
ER-golgi arasi, farkli golgi sarniglart aras1 ve endositik sistem i¢indeki sekretuvar
yolaklarda kargo transportunda hayati gorevleri vardir. Anterograd ve retrograd
transportta ¢ok onemlidirler. Reiling ve arkadaglarinin yaptig1 invitro farkl: hiicre
kiltir (A549, HeLa, MCF7, PC3, HEK293T ve PANCI1 hiicreler) ¢alismalarinda
ARF1’in Brefeldin A gibi golgisidler ile yaratilan golgi stres durumlarinda, hiicrenin
hayatta kalabilmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. ARF1 ve ARF5’in

ifadelenmesinin susturuldugu (Lentoviral hairpinler, RNA interferans ) ¢aligmalarda
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ARF1 ve ARFS5 eksikliginin hiicreyi Brefeldin A’ya hassas hale getirdigi ve hiicre
Olumiinii arttirdig1 gosterilmistir. ARF4’iin susturulmasi ile ise Brefeldin A
toksisitesine direng gelistigi ve hiicre kaybinin azaldigi tesbit edilmistir. Gene ayni
calismada ARF4 ifadelenmesini arttiran durumlarda ARF1 ve ARFS5 ifadelenmesinin
azaldig1, bunu tersi durumda da yani, ARF1 ve ARFS5 in ifadelemesinin arttig1
durumda ise ARF4 ifadelenmesinin azaldigi gosterilmistir (35-39). Bizim
calismamizda bekledigimiz, palmitik asid ve/veya glukoz ile metabolik stres
yarattigimiz INS-1E rat B-hiicrelerinde 6zellikle insiilin sentez ve sekresyonunu
arttiran glukoz uyarisi sonrasi golgi kargo trafigini yonetebilmek i¢in ARF1
ifadelenmesinde artis olmasi idi. Benzer olarak lipid yiikiiniin artmasi ile golgi lipid
sentez ve modifikasyon islevlerinin yiiriitiilmesi icin ARF1 lerde artis olmasi1
bekleniyor idi. Hiicre 6liimiiniin tetiklendigi asamada ise ARF1 ifadelenmesinde
azalma ve ARF4 ifadelenmesinde artma olacagi diisiiniilityor idi.

Fakat calismamizin sonucunda Golgi cisimcigi vezikiiler transport ile ilgili
genlerden ARF1 gen ifadelenmesinde zaman iginde glukotoksisite, lipotoksisite ve
glukolipotoksisite ile degisim olmamistir. Daha sonraki ¢alismalarda bu bolgelerde
farkli iglevsel proteinlerin ifadelenmesi arastirmayi planlamaktayiz.

HSP47 (SerpinH1) aslinda ER de lokalize bir saperondur. Fakat golgisidlerle
yapilan ¢alismalarda (O-glikozilasyon inhibisyonu) ve/veya bu saperonun
ifadelenmesinin susturuldugu ¢aligsmalarda, golgi stres proteini olarak
ifadelenmesinin arttig1 gosterilmistir. Bu ¢aligsmalarda, HSP47 Golgi strese girdigi
durumlarda artmakta ve Golgi cisimcigini fragmantasyondan ve hiicreyi de
apoptozisten korumaktadir (34).

Biz ¢alismamizda bu bilgilerle ortiisecek sekilde, glukolipotoksiste (0,5mMol
PA ile 5mMolG varliginda) olusturuldugunda HSP47 (serpin H1) gen
ifadelenmesinde 8. saatte 5 kat kadar artis oldugunu tesbit ettik. Daha yiiksek doz
glukoz ile glukolipotoksisite olusturuldugunda da (33mMol G ile 0,5mMol PA) gene
8. saatte HSP47 (Serpin H1) gen ifadelenmesinde baslangica gore 3 kat artis tesbit
edilmistir. HSP47 ( Serpin 1) gen ifadelenmesinde tek basina yiiksek konsantrasyon
glukoz (33 mMol Glukoz) ile olusturulan glukotoksisite ile 24. saatte baglangica
gore 6 kattan daha fazla artis olmustur. HSP47 (Serpin H1) palmitik asit ile

olusturulan metabolik stres durumunda ise ifadelenmesi erken donemde artan
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proteinlerden oldugunu diisiinmekteyiz. Glukotoksisite ile olusturulan metabolik
stres yiiksek konsantrasyonlarda glukoz varliginda ER de lokalize HSP47°nin
ifadelenmesini tetikliyor gibi goziikmektedir.

Golgi cisimcigi stres genlerinden CREB3 geninin ifadelenmesi 48 saat toksik
ortama maruz kalan INS-1E rat B-hiicrelerinde glukotoksisite, lipotoksisite ve
glukolipotoksisitenin tiim doz uygulamalarinda belirgin artig gdstermistir (p <0,05).
Bu bulgu, CREB3’iin metabolik toksik ortamda ge¢ donemde ifadelendiginin ve
hiicrede bu asamada artik apoptozise giden siirecin tetiklendiginin gdstergesi olarak
kabul edilebilir. Bilindigi iizere golgisidlerle olusturulan golgi stres modellerinde ER
membraninda lokalize olan CREB3, Golgiye tasinarak proteazlar tarafindan kesimi
sonrast transkripsiyon faktorii olarak gorev alarak tetikledigi bir dizi sinyaller sonrasi
hiicrenin apoptozisini baslattig1 diisliniilen Golgi stres proteinidir (30, 31, 37). Biz de
calismamizda bu bilgiler ile parallelik gosterecek sekilde hiicre canliliginin en az
oldugu tiim metabolik toksik ortam uygulamalarinin 48.saatinde, bu proteinin
ifadelenmesinde artis tesbit ettik. Bu ¢alisma INS-1E rat B-hiicrelerinde glukoz ve
lipid ile olusturulan metabolik stres durumunda CREB3 ifadelenmesinin gosterildigi
ilk ¢alismadir.

CREBS3 ifadelenmesinindeki artisin Golgi cisimcigi stres genlerinden ARF4
geninin ifadelenmesi CREBS ile parallelik gosterecegi beklenmekte iken, 48 saatlik
stire zarfinda glukotoksisite, lipotoksisite ve glukolipotoksisitenin tiim dozlarinda
hafif ama anlamli olmayan ifadelenme artis1 gostermistir. Bu ¢alismada ARF4
mRNA diizeyinde herhangi bir degisikligi isaret edecek bir sonug elde edilememistir.
Literatiirde golgisidler ile yapilan ¢alismalarda CREB3 transkripsiyon faktoriiniin
akis yolunda ARF4’iin ifadelenmesinin artis1 tesbit edilmis ve golgi fragmantasyonu
ile apoptozis siirecinden sorumlu tutulmustur (37-39). CREB3 ile ilgili olarak
apoptozise giden sinyaller dizisinde ARF4 disinda baska araci proteinlerin
calisilmasi gerektigini diistinmekteyiz. ARF4’iin western blot yontemi ile hiicre i¢i
miktarindaki degisimlerin gosterildigi ¢alismalarin da bu konuya 151k tutacagi
asikardir.

Sonug olarak bu ¢aligmada literatiirde ilk defa olarak INS-1E rat -
hiicrelerinde lipotoksisite/glukolipotoksisite sonras1 ER stresi takiben, ilk saatlerde

Golgi cisimcigi glikozilasyon enzimlerinden st3gall ifadelenmesinin, ER de lokalize
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fakat golgisidlere cevapta onemli rol aldigi bilinen HSP47 (Serpin H1)’in
ifadelenmesinin ve daha sonra ¢aligmanin 48.saatinde, hiicre canliliginin azaldig: geg
saatlerde ise gene golcisidlerle olusturulan golgi streste hiicre apoptozisinden
sorumlu tutulan CREB3 ifadelenmesinindeki artigin gosterildigi ilk ¢alismadir.

Tiim diinyada goriilme siklig1 dngoriilenin ¢ok tlizerinde hizla artan Tip 2
diabetes mellitusun, gevresel faktorlerin etkisi sonucu pankreas f-hiicrelerinde 6nce
insiilin sekresyonun azalmasi ve daha sonraki evrelerde B-hiicre kiitlesinde azalma ile
ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. B-hiicre kaybi ile ilgili olarak bugiine kadar ortaya
konmus mekanizmalar i¢inde en iyi ¢alisilmig olan1 B-hiicre endoplazmik retikulum
stresinin sonucunda insiilin salgisinda azalma ve apoptozistir. Endoplazmik
retikulum islevleri ile yakindan iligkili ve insiilinin ileri modifikasyonlarini ve
sekretuvar vezikiiller i¢inde depolanmasini saglayan Golgi cisimciginin bu toksik
metabolik ortama nasil adaptasyon mekanizmalar1 gelistirdigi hi¢ ¢alisitlmamustir.
Literatiirde ilk defa biz bu ¢aligma ile B-hiicre Golgi cisimciginin
glukolipotoksisiteye stres cevabi olusturdugunu gosterdik. Bu ¢alismamizin
hastaligin etyopatogenezini aydinlatmaya yonelik daha ileri calismalarda 151k

tutacagini diisinmekteyiz.

6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada, PA ve Glukoz ile INS-1E rat pankreatik B-hiicrelerinde
olusturulan stres ile ilk defa olarak Golgi cisimcigi ile ilgili proteinlerin RNA
diizeyinde ifadelenmesindeki degisim ve hiicrenin stres yanitindaki rolii
tanimlanmaya calisilmistir. INS-1E rat pankreatik B-hiicrelerine 8,16, 24 ve 48.
saatlerde 0,5mMol PA, 5SmMmol Glukoz, 16,7mMol Glukoz, 33mMol Glukoz ve 5
mMol Glukoz ile 0,5mMol PA birlikte,16,7mMol Glukoz ile 0,5mMol PA birlikte,
33mMol Glukoz ile 0,5mMol PA birlikte uygulanmistir. Bu durumda hiicrelerde
glukotoksisite, lipotoksisite ve glukolipotoksisite yaratilmaya caligilmistir. Bu
hiicrelerde golgi cisimcigi yapisal proteinlerinin ifadelenmesi, golgi cisimcigi
glikolizasyon enzimlerinin ifadelenmesi, HSP47, CREB 3 ve ARF4 gibi daha 6nce

tanimlanmis golgi stres genlerin ifadelenmesi kiyaslanarak tartigilmistir.
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MTT testi sonucunda INS-1E rat pankreatik B-hiicreleri i¢in palmitik asidin
erken donemde ve glukoza gore daha belirgin stres faktorii oldugu, INS-1E
hiicrelerinde 6zellikle palmitik asit uygulamasindan 8 saat sonra canlilik
oraninda en carpici diisiisiin goriildiigi (%50), glukoz icin ise de gene
8.saatten sonra canlilikta azalma (%30) baslamakla birlikte daha az oranda
oldugu saptanmistir. Palmitik asidin eklenmesinin glukozun tiim
konsantrasyonlarinda ¢cok daha fazla hiicre kaybina neden oldugu tesbit
edilmistir. Sonug olarak INS-1E rat pankreatik B-hiicreleri i¢in
lipotoksisitenin glukotoksisiteye kiyasla ¢cok daha toksik oldugu

gosterilmistir.

Literatiir bilgileri ile uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da glukoz
olmaksizin tek basina palmitik asidin 0,5mM konsantrasyonda ER stresi
yarattig1, ER stres genlerinden grp 78 ifadelenmesini PA uygulamasindan
sonra 8. saatten itibaren 3 kat arttirdig tesbit edilmistir. Glukoz tek basina ER
stres geninde artis yapmazken, glukoza PA eklenmesi, yani glukolipotoksisite

yaratilmasi bu gende anlamli artisa neden olmustur.

Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden sialiltransferaz 4A (st3gall)
ifadelenmesi, PA uygulamasindan sonra ve glukoz ile birlikte PA verilen tiim
uygulamalarda 16. saatten itibaren en az 3 kat arttig1 tesbit edilmistir. Bu

gendeki ifadelenme artis miktari1 24. saatten sonra azalmistir.

Golgi cisimcigi glikolizasyon genlerinden sialiltransferaz 10 (st3gal6)
geninin ifadelenmesinde zaman i¢inde tiim uygulamalarda glukotoksisite,

lipotoksisite ve glukolipotoksisite ile degisim olmamustir.

Golgi cisimcigi yapisal genlerinden GCP60 (ACDB3), GM130 (Golga2)
genlerinin ifadelenmesinde zaman iginde tiim uygulamalarda glukotoksisite,

lipotoksisite ve glukolipotoksisite ile degisim olmamustir.
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Golgi cisimcigi vezikiiler transport ile ilgili genlerden ARF1 gen
ifadelenmesinde zaman i¢inde tiim uygulamalarda glukotoksisite,

lipotoksisite ve glukolipotoksisite ile degisim olmamustir.

Golgi cisimcigi stres genlerinden HSP47 (serpin H1) gen ifadelenme kat
artig1 8. saatte 0,5mMol PA ile SmMolG varliginda (glukolipotoksisite) 5 kat
kadar olmustur. Bu gen ifadelenme artisi 8. Saatte 33mMol G ile 0,5mMol
PA varliginda da 3 kat kadar olmustur. Serpin H1 geni ancak yiiksek
glukotoksiste varliginda 33 mMol Glukoz ortaminda 24. saatte ifadelenmesi 6
katin tizerine ¢ikmigtir. SerpinH1 palmitik asit varliginda metabolik stres ile
ifadelenmesi erken donemde artan proteinlerdendir. Glukotoksisite ise ancak

yiiksek seviyelerde ise, bu proteininin ifadelenmesini tetikliyor gibidir.

Golgi cisimcigi stres genlerinden CREB3 geninin ifadelenmesi uzun siire
toksik ortama maruz kalan INS-1E rat B-hiicrelerinde glukotoksisite,
lipotoksisite ve glukolipotoksisitenin tiim doz uygulamalarinda 48.saatte
belirgin artig gostermistir (p <0,05). CREB3’iin metabolik toksik ortamda ge¢
donemde ifadelendigini géstermektedir ve hiicrede bu asamada artik
apoptozise giden siirecin tetiklendiginin gostergesi olarak kabul edilebilir. Bu
calisma beta hiicrelerinde glukoz ve lipid ile olusturulan metabolik toksik
ortamin CREB3 ifadelenmesini etkilediginin gosterildigi ilk ¢alismadir.

Golgi cisimcigi stres genlerinden ARF4 geninin ifadelenmesi CREB3 ile
parallelik gosterecegi beklenmekte iken, 48 saatlik siire zarfinda
glukotoksisite, lipotoksisite ve glukolipotoksisitenin tiim dozlarinda hafif ama
anlamli olmayan ifadelenme artis1 gostermistir. Bu calismada ARF4 mRNA

diizeyinde beklenen sonug elde edilememisdir.

Gen ifadelenmesinde anlamli artis gézlenen ve/veya degisim bekledigimiz
genlerin western uygulanarak protein diizeyinde incelenmeleri

planlanmaktadir.
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Golgisidler ile yapilan ¢alismalarda sitoplazmada fosforlanmis olarak inaktif
halde bulunan TFE3’lin Golgi i¢indeki stresin varligini ileten bilinmeyen bir
faktor sayesinde defosforile edilerek Golgi ile ilgili yapisal ve islevsel
proteinlerin ifadelenmesini arttirdig1 gosterilmistir. Boylece Golgi hiicrenin
ihtiyacini karsilayabilecek protein modifikasyonlarini, tasnifini ve
sekresyonunu gergeklestirebilmektedir. Aslinda ilk agsamalarda hiicrede
degisen durum defosofrilize TFE3 miktarindaki artistir. Dolayisi ile TFE3
mRNA da artis beklenmez. Bizde ¢calismamizda TFE3 aktivitesini
gosterebilmek i¢in Golgi yapisal genlerin ve Golgi enzimlerinin bazilarinin
ifadelenmesine baktik. Bundan sonraki ¢aligmalarimizda ise pankreas [3-
hiicrelerinde lipotoksiste/glukotoksiste/glukolipotoksiste durumlarinda hiicre
ici defosforilize TFE3 miktarini1 dlgerek, metabolik streste bu proteinin

Oonemini aragtirmay1 planlamaktayiz.

Literatiirde ilk defa biz bu ¢aligma ile B-hiicre Golgi cisimciginin
glukolipotoksisiteye stres cevabi olusturdugunu gosterdik. Bu ¢alismamizin
hastaligin etyopatogenezini aydinlatmaya yonelik daha ileri ¢alismalarda 151k

tutacagini diistinmekteyiz.
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