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1. GIRIS

1.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, viicudun i¢ ve dis ¢evresini algilamasina yol agarak bilgi elde
eden, elde ettigi bilgiyi isleyerek viicut igerisinde olusturdugu hiicre ag1 sayesinde
sinyallerin farkli bolgelere iletimini saglayan, organ ve organ sistemlerinin
aktivitelerini diizenleyen bir sistemdir. Anatomik olarak; kraniyal kavite ve spinal
kanal igerisinde yer alan spinal kordun olusturdugu merkezi sinir sistemi (MSS) ile
MSS’ye gelen, MSS’den giden impulslar ileten kraniyal, spinal ve periferik sinirler,
MSS disinda sinir hiicre topluluklarini igceren gangliyonlar ve ozellesmis sinir
sonlanmalarindan olusan periferik sinir sistemi (PSS) olmak iizere iki boliimde

incelenmektedir (Ross ve Pawlina, 2011).

1.1.1. Beyin

En biiyiikk MSS organidir. Yiizeyi meninks adi verilen zarlarla gevrilidir ve iki
hemisferden olusmustur. Eriskindeki agirligi 1300-1400 g arasinda degismektedir.
Beyin, gri cevherden olusan bir dis (serebral) korteks ve beyaz cevherden olusan bir

merkezi bolge igerir.

Beyaz cevher sadece kortekste yer alan ndronlarin aksonlarini ve glia
hiicrelerini igermektedir. Beyaz cevherde bulunan lifler, korteksi sinir sisteminin alt
merkezlerine baglayan projeksiyon lifleri, ayn1 hemisferdeki farkli kortikal alanlari
birbirine baglayan asosiasyon lifleri ve hemisferlerdeki benzer yap1 ve fonksiyondaki

homolog alanlar1 birbirine baglayan komissural liflerdir.

Beynin en dis tabakasini olusturan serebral korteks ise ndéron govdelerini,

aksonlari, dendritleri ve merkezi glia hiicrelerini icermektedir. Serebral korteks, 1,5-



4,5 mm kalinliktadir ve insan beyninin agirliginin %40°’n1 olusturan 15 milyardan
fazla nérondan olusur. En dis yiizeydeki girus ve sulkuslar ile yaklagik 2000 cm®’lik

bir yiizey alan1 bulunmaktadir.

Serebral korteks filogenetik, ontogenetik ve fonksiyonel kriterlere gore
allokorteks ve izokorteks olarak boliimlere ayrilir. Allokorteks, arsikorteks ve
paleokorteks boliimlerinden olusmaktadir ve her iki boliim farkli tip ve yogunlukta
noron poplilasyonlarina sahip molekiiler tabaka, graniiler tabaka ve piramidal tabaka
olmak iizere 3 tabakadan meydana gelmektedir. izokorteks, neokorteks olarak da
adlandirilir ve korteksin %90’1n1 olusturmaktadir. Bununla birlikte farkli tip ve
yogunlukta néron popiilasyonlarina sahip 6 tabakadan meydana gelmektedir (Sekil

1.1) ( Miiftiioglu ve ark., 2009; Ross ve Pawlina, 2011; Hiirdag, 2016).

Molekiiler (pleksiform) tabaka: Yiizeyel yerlesim gosteren ilk tabakadir ve
biiyiik oranda ¢ogu yiizeye paralel seyreden liflerden olusmaktadir. Bolgede bulunan
hiicrelerin ¢ogu noroglial hiicreler olmakla birlikte az sayida da Cajal’in horizontal
hiicreleri goriilmektedir.

Dis graniiler tabaka: Kiigiik piramidal hiicrelerden ve stellat hiicre de denilen
graniiler hiicrelerden olugmaktadir.

Duis piramidal hiicre tabakasi: Dis graniiler tabaka ile sinir1 keskin olarak
cizilememekle birlikte daha biiylik piramidal hiicrelerden olugmaktadir.

I¢ graniiler tabaka: Kiiciik graniiler hiicreler ve piramidal hiicrelerden
olusmaktadir.

I¢ piramidal hiicre tabakasi: Ozellikle serebral korteksin motor bolgesinde
biiyiik olan ve Betz hiicreleri olarak adlandirilan hiicrelerden olugmaktadir.

Polimorfik hiicre tabakasi: Beyaz cevhere bitisik olan bu tabaka fiiziform
hiicreler, graniiler hiicreler, stellat hiicreleri ve Martinotti hiicreleri gibi ¢esitli sekil

ve boyutlarda hiicreler igermektedir ( Ross ve Pawlina, 2011; Eroschenko, 2013).
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Sekil 1.1. Beyin tabakalarinin sematik ve histolojik olarak gésterilmesi.

1.1.2. Beyin Loblan ve Prefrontal Korteks

Beyin, frontal, parietal, temporal, oksipital ve derindeki insula olmak iizere,
kabaca iizerindeki kemige gore adlandirilan loblara boliinmiistiir. Frontal ve parietal
loblarin arasinda santral sulkus kesin bir sinir olusturmaktadir. Parietal-oksipital
sulkusun lateraldeki kdsesinden preoksipital ¢entige uzanan lateral parietotemporal
hat, oksipital lobu, parietal ve temporal loblardan ayirir. Lateralde uzanan derin
lateral fissiiriin iizerinde onde frontal lob, arkada parietal lob, altinda temporal lob ve

dibinde ise insula bulunmaktadir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Beyin loblar ve prefrontal korteksin yerlesimi.



Frontal lob, motor hareketler, konusma, biligsel fonksiyonlar ve duygulanim
stireglerinde onemli rol oynar. Frontal lob korteksi, serebral korteksin toplam
alanmin ticte birini olusturmaktadir. Frontal lobun 6n kismini kaplayan serebral
korteks bolgesi “prefrontal korteks” olarak adlandirilir (Sekil 1.2.). Prefrontal
korteks, kisilik ve davraniglar ile ilgili hayati rol oynayan merkezleri icermektedir.
Bu merkezler, Alman anatomist Korbinian Broadmann tarafindan serebral korteksin
hiicresel organizasyondaki farkliliklarina gére ayrilmis olan 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
24, 25, 32, 44, 45, 46 ve 47. Broadmann alanlaridir. Prefrontal alanlar; dikkatin
stirdliriilmesi, yazilan sdzciliklerin taninmasi, calisan bellek, planlama ve kontrol
etme gibi bir¢ok biligsel fonksiyonda gorev almaktadir. Bununla birlikte, duygunun
kontrolii ve konusma kabiliyeti iizerinde de etki gostermektedir. Gelecegi tahmin
etme, gelen duyusal sinyallere cevabi geciktirerek en iyi olduguna karar verilen
cevabin hazirlanmasi, motor hareketlerin uygulanmadan sonucunun kestirilmesi,
komplike matematik ve karmasik soyut problemlerin ¢oziilmesi, islevlerin kurallara
gore denetlenmesi gibi zihinsel faaliyetlerin amaca yonelik siralanmasinda 6nemli rol

oynamaktadir (Miller ve ark., 2002; Fuster, 2008; Teffer ve Semendeferi, 2012).

1.1.3. Beyin Gelisimi

Insanda sinir sistemi gelisimi 3. haftanin basinda néral plak olarak adlandirilan
embriyonik ektodermin kalinlagmasi ile baglar. Noral plagin kenarlar1 yiikselerek
noral katlantilar1 olusturur. Noral katlantilarin orta hatta birbirine yaklagmasiyla
noral oluk ve katlantilarin birlesmesiyle de noral tiip olusur. Kraniyal néropor 25.
giinde, kaudal noropor ise 27. giinde kapanir. Dordiincii haftada noral tiipilin sefalik
ucunda 3 ilkel beyin vezikiilii olusur: prozensefalon (6n beyin), mezensefalon (orta
beyin) ve rhombensefalon (arka beyin) (Sekil 1.3.). Embriyon 5. haftaya ulastiginda
prozensefalon 2 kisimdan olusur; iki primitif lateral hemisferi olusturan telensefalon
ve diensefalon. Prozensefalonun lateral duvarinin bilateral disa ¢ikisi seklinde
olusan serebral hemisferlerin anterior, dorsal ve inferior yonlerde biiylimesi

sonucunda frontal, temporal ve oksipital loblar sekillenir (Basaklar, 2011; Irez ve

Erkan, 2016).
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Sekil 1.3. Beyin gelisimi. A) 18. ve 20. giinlere ait embriyonda néral oluk, ndral katlantilar ve
somitlerin goriiniimi. B) 22. ve 23. giinlere ait embriyonun dorsal goriiniimi. C) Gelisimin 28.
giiniinde olusan beyin taslaklari. D) Geligimin 32. giiniinde ilkel beyinin sagital goriinimii.

6. haftada noron iiretimi baslar ve 13-20. haftalar arasinda telensefalonun
neokortikal bolgesinde ndron sayis1 katlanarak artar ve 20. haftada kortikal bolge ve
marjinal bolgede 5,87x10° néron bulunur. 22. haftada ndrogenez yavaglar ve ndron

sayisi gebeligin sonlarinda yaklasik 30x10%a ulasir (Teffer ve Semendeferi, 2012).

Serebral korteks palliumdan gelisir. Pallium, korpus striatumun lateralinde
bulunan paleopallium (arsikorteks, allokorteks) ve hipokampus ile paleopallium
arasinda bulunan neopallium bolgelerinden olusur. Neopalliumda bulunan
ndroblastlar subpial bir yerlesim gostermek i¢in dalgalar halinde gog¢ ederler ve daha
sonra olgun noronlara farklanirlar. Yeni olusmus ndroblast dalgasi bdlgeye
ulastiginda, kendilerinden 6nce olusmus hiicre tabakalar1 arasinda go¢ ederek daha

yiizeyel pozisyon alirlar (Bagaklar, 2011).



Prefrontal korteksin dorsolateral ve lateral bolgelerinde piramidal noéronlarin
dendritik yapilar1 17-25. haftalar arasinda gelisim gosterir. 26-34. haftalar arasinda
Il ve V. tabakalarda dendritler olgunlagsmaya devam eder, dendritik dikenler gelisir,
bazal dendritik uzunluklar artar ve IV. tabakada ara néronlar farklanmaya baslar

(Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Prefrontal korteks tabakalarinin gelisimi.

Erken ¢ocukluk déneminde beynin boyutu 4 katina ¢ikar ve 6 yasma kadar
yetiskin beyin hacminin yaklasik %90’1na kadar biiyiir. Baslangicta hizli bir sekilde



gerceklesen ndrogenez ve sinaptogenezin yerini, asiri liretimin yonetilmesi igin,
budama ve ndronal dliim alir. Cocukluk ve genglik donemleri arasinda gri cevherde
gerileme ve beyaz cevher hacminde artis goriiliir. Beyin gelisiminin bu doneminde

prefrontal korteksin hacmi 2 katina ¢ikar (Teffer ve Semendeferi, 2012).

1.2. Endoplazmik Retikulum

Hiicresel ag diisiincesi ilk defa kiiltiire edilmis hiicrelerde elektron mikroskobu
ile yapilan caligmalarda “dantel benzeri” yapmin goriilmesiyle ortaya atilmistir.
“Endoplazmik retikulum (ER)” terimi, vezikiiler yapilarin endoplazma olarak bilinen
sitoplazmanin periniikleer bolgesindeki lokalizasyonunu tarif etmek iizere 1952
yilinda Porter ve Kallman tarafindan ortaya atilmistir (Bravo ve ark., 2013). 1972
yilinda yapilan bir ¢aligmada, ER’nin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri ve
cokelme ozelliklerine gore diisiik yogunluklu fraksiyonda geri kazanilan tiibiiler yap1
ile yiiksek yogunluklu fraksiyonda bulunan kiiresel vezikiiler yap1 olmak iizere 2 ana

membrandz yapi tarif edilmistir (Heuson-Stiennon ve ark., 1972).

1.2.1. ER’nin Genel Yapisi

ER, hiicredeki en biiylik organel olup, protein sentezi ve tasinmasi, protein
katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmas: ve kalsiyum
depolamasinin gergeklestigi yerdir (Schwarz ve Blower, 2016). Yaklasik olarak
hiicre hacminin %10 unu kaplamaktadir; ancak bu oran sekresyon yapan hiicrelerde
daha yiiksektir (Anken ve Sitia, 2016). Periferik ER olarak da adlandirilan diiz veya
graniilli tlibiiller ve tabaka benzeri yapilar, niikleer zarfi da igeren siirekli bir zar
sistemi olusturur (Voeltz ve Prinz, 2007). Tiibiiller tiim sitozol boyunca uzanir ve ag
olusturmak iizere dallanir. ER’nin morfolojisinin belirlenmesinde, ER membraninda
bulunan kama benzeri proteinler ve retikiilonlar gibi proteinler rol oynarlar (Voeltz
ve ark., 2006). Periferik ER tabakalarmin boyutlar1 degisiklik gosterebilir ancak

luminal aralik ¢ok tutarlidir, genellikle memelilerde 50 nm'dir (Bernales ve ark.,



2006). Tiibiiller ve tabakalar ¢ok farkli yapisal Ozelliklere sahiptir ve bu nedenle
farkli hiicresel siireglerde rol oynarlar (West ve ark., 2011). ER alt alanlarinin
morfolojisi ve hiicre i¢i konumu, bu yapilarin islevine ve bulunduklari uzmanlagmis

hiicrenin roliine katkida bulunur (Sekil 1.5.) (Schwarz ve Blower, 2016).
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Sekil 1.5. Hiicre i¢i ER agi.

Graniillii (kaba yiizlii) endoplazmik retikulum (GER): Birbirleriyle
agizlasan tiibiiller ve yer yer bu tiibiillerin genislemesinden olusan sisternalar ile
keseciklerden olusur (Asan ve Dagdeviren, 2012). GER’in dis ylizeyi, graniillii
goriinmesini saglayan ribozomlarla kaplidir. Dis niikleer membran, periniikleer
sisternay1r GER sisternasina baglayacak sekilde GER membrani ile devam eder. GER
membrant i¢inde riboforin adi verilen biiyiik ribozomal alt {initenin baglandig
reseptOrler bulunur. Proteinden zengin salg iireten hiicrelerde bol miktarda bulunur.
Sitozolik ylizeydeki yiiksek yogunluklu ribozomlarla tanimlanan graniillii tabakalar,
salgilanan veya membrana bagli proteinler i¢in sentez, katlanma ve translasyon

sonrast modifikasyonlarin ana alanidir (West ve ark., 2011).

Agraniiler (diiz yiizlii) endoplazmik retikulum (AER): Yiizeyinde
ribozomlardan yoksun oldugu i¢in diiz goriinen, membranda riboforin bulunmayan
ve genellikle tiibiiler ya da vezikiiller seklinde dallanmis ve anastomozlagmis
yapilardir (Ross ve Pawlina, 2011). Lipid biyogenezi ve Ca®" metabolizmasinda rol

oynar.



1.2.2. ER’nin Fonksiyonu

Protein sentezi ve katlanmasi: ER’nin en 6nemli fonksiyonlarindan biri,
hiicredeki salgt proteinleri, sitozolik proteinler ve integral proteinlerin
sentezlenmesidir (Schwarz ve Blower, 2016). Salgilanan proteinlerin translasyonu
sitoplazmada baglatilir ve daha sonra bu mRNA’lar1 i¢eren ribozomlar, sinyal tanima
parcacigl (SRP) tarafindan taninan ve baglanan olgunlasmamis polipeptidin amino
ucundaki bir sinyal dizisi ile ER membranina tutunur. mRNA-ribozom-
olgunlasmamis polipeptid-SRP  kompleksi, ER membran1 {izerindeki SRP
reseptoriine baglanir (Gilmore ve ark., 1982). ER’de devam eden translasyon
sirasinda translokon adi verilen kanallar ile yeni polipeptid ER liimenine girer. Yeni
sentezlenen ve ER liimenine giren proteinler, saperonlar ve katlama enzimleri
yardimiyla katlanir ve N-baglh glikozilasyon, disiilfid bag olusumu, oligomerizasyon
gibi ¢esitli modifikasyonlar gegirirler. Katlanma agamasinda bazi proteinler dogal ve
fonksiyonel sekillerini alamazlar ve yanlis katlanirlar ya da ER’de birikirler. Bu
proteinler ER liimeninde kalabilecegi gibi iibikiitinle etiketlenerek proteazom aracili
ERAD (ER-associated degradation: ER-iligkili yikim) yolagiyla pargalanir (Liu ve
Chang, 2008; Ruggiano ve ark., 2014).

Lipid biyogenezi: ER, Golgi aygiti ile birlikte “endomembran sistemi” olarak

adlandirilir ve membran lipidlerinin biyogenezinin gerceklesmesinde gorev alir.
Membranin temel lipid igerigini olusturan proteinler ve fosfolipidler, ER’ye taginir
ve ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment: ER-Golgi ara bolmesi) olarak
adlandirilan ER’nin  Golgi aygitina yakin olan bolgesinde biyokimyasal
modifikasyona ugrarlar (Fagone ve Jackowski, 2009). Protein ve lipidler, ERGIC’e
en yakin olan cis-Golgi ve daha sonra trans-Golgi araciligiyla dogrudan veya dolayli

olarak membrana taginir (Schwarz ve Blower, 2016).

Kalsiyum (Ca’") metabolizmasi: Ca®*, proteinlerin diger proteinler, organeller

ve niikleik asitlerle lokalizasyonu, fonksiyonu ve etkilesimi gibi ¢esitli siirecleri

etkileyebilecek bir sinyal molekiiliidiir. ER, protein sentezi ve katlanmasi ile lipid



biyogenezindeki roliiniin yaninda hiicrei¢i Ca®* deposu olarak da gorev alir. Normal
kosullarda Ca*" konsantrasyonu sitoplazmada ~ 100 nM, hiicredis1 ortamda~2 mM
iken ER liimeninde bu oran ~100-800 uM arasinda degismektedir (Clapham, 2007).
ER membraninda bulunan Ca®* salimimindan sorumlu ryanodin reseptorleri (RyRs)
ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) reseptorleri (IP3R) gibi gesitli kalsiyum kanallari,

hiicreigi Ca** seviyesi diistiigiinde ER’den sitoplazmaya Ca*" gegisini saglarlar.

1.2.3. ER Stresi ve Katlanmamis Protein Yanit1 (KPY)

Yeni sentezlenmis proteinler ER limeninde translasyon sonrasinda N-bagl
glikozilasyon, disiilfid baglarinin olusumu ve oligomerizasyon gibi cesitli
modifikasyonlar gecirirler. Fizyolojik kosullar altinda, ER’de ve sitozolde bulunan
saperonlar, yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasini saglar ve yanlis katlanmig
proteinler ER’deki kalite kontrol mekanizmalar1 ile tespit edilerek proteazom,
lizozom ve otofaji yolaklar ile pargalanirlar. Protein homeostaz1 veya proteostaz
olarak bilinen bu siire¢, anormal protein birikimini 6nleyerek, hiicresel saglik ve
fonksiyonun siirdiiriilmesinde énemlidir (Hetz ve Mollereau, 2014; Hetz ve Saxena,
2017). Salgi proteinlerinin yiiksek miktarda ekspresyonu, katlanma islevinde gorevli
proteinlerdeki mutasyonlar, besin kithgi, ER Ca* seviyesindeki anormal degisimler
ve viral enfeksiyonlar gibi ¢esitli hiicresel stres durumlarinda ER liimeninde
katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin biriktigi goriilmektedir. Yanlis
katlanan ve/veya katlanmamis proteinler biriken hiicrelerde, hiicresel proteostazi
stirdiirmek zorlu ve karmagsik hale gelir. ER kalite kontrol (ERQC: endoplasmic
reticulum quality control) mekanizmasini kullanarak limende hatali katlanmis
ve/veya katlanmamis proteinlerin birikimini Onlemeye calisir. Hatali katlanmis
ve/veya katlanmamis protein seviyeleri ERQC igin kapasite-talep dengesini bozarak
ERQC’yi baskilar ve hatali katlanan ve/veya katlanmamis proteinlerin birikimi
sonucunda ER stresi olusur ve katlanmamis protein yanit1 (KPY) olarak adlandirilan
adaptif sinyal yollarmi igeren hizli ve koordine bir biyokimyasal siireci tetikler

(Wang ve Kaufman, 2016).
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KPY, protein birikmesini dnlemek amaciyla ER enzimlerinin, saperonlarin ve
hiicreici tasiyicilarin ekspresyonlarini arttirarak katlama kontrollerini arttirir; ER
liimenindeki katlanmamis protein miktarinin artmasin1 engellemek {izere protein
translasyonunu azaltir (Remondelli ve Renna, 2017); ERAD ile yanhs katlanmis
proteinlerin yikimini uyarir; biiyiik protein kiimelerini ve zarar gérmiis organelleri
ortadan kaldirmak iizere makrootofajiyi uyarir (Hetz ve Mollereau, 2014). Bununla
birlikte siddetli ve uzamis ER stresi durumunda apopitotik hiicre olimiinii

aktiflestirir (Remondelli ve Renna, 2017).

Bir sinyal iletim yolag1 olan KPY, iki ana bilesenden olusur: ER membraninda
bulunan stres sensorleri ve stresin hafifletilmesi i¢in gen ekspresyonlarini yeniden
programlayan ya da pro-apopitotik yolagi indiikleyen transkripsiyon faktorleri (Hetz
ve Saxena, 2017). KPY hedef genleri, doku igerigine ve ER stresine neden olan
fizyolojik diizensizlik/huzursuzlugun tipine gore degisiklik gosterir. Bu degisiklik
transkripsiyon faktorleri, translasyon sonrasi gergeklesen modifikasyonlar ve
epigenetik  degisiklikler — arasinda  farkli  heterodimerlerin  olusumundan
kaynaklanabilmektedir (Hetz ve ark.,, 2015). Bununla birlikte KPY’nin
baslatilmasinda 3 temel tip-1 transmembran proteini rol oynar: IREla (inositol-
requiring protein la), ATF6 (activating transcription factor-6) ve PERK (protein
kinase RNA-like ER kinase) (Schroder ve Kaufman, 2005).

Normal kosullarda, IREla, PERK ve ATF6, BIP/GRP78 (binding
immunoglobulin protein/78-kDa glucose-regulated protein) saperonu ile fiziksel
etkilesim halindedirler ve inaktiftirler. BIP/GRP78, yeni sentezlenen proteinlere
karboksil ucundaki substrat baglanma bolgesi ile gecici olarak baglanirken,
katlanmamis proteinlere amino ucundaki ATPaz bolgesi ile hem daha kalic1 bir
sekilde baglanir hem de bu proteinlerde yapisal degisiklikler meydana getirerek
katlanmalarim1 gerceklestirir. Normal kosullarda BIP/GRP78, IREla, PERK ve
ATF6 transmembran proteinlerinin, ER liimenine bakan yiizlerine de baglanir. ER
stresine cevap olarak BIP/GRP78, ER liimeninde artan katlanmamis proteinlere
baglanir ve IREla, PERK ve ATF6’y1 serbestlestirerek stres diizenleyici yolaklar
aktiflestirir (Zhu ve Lee, 2015).
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1.2.3.1.IRE1la Yolag

IREla, sitozolik bolgesinde RNaz ve kinaz bdlgelerini iceren ve evrimsel
siirecte korunmus bir ER stres diizenleyicisidir. Aktivasyonu ile dimerlesme ve
otofosforilasyon gosterir ve sitoplazmada bulunan endoriboniikleaz bélgesi ile XBP1
(X-box binding protein 1) transkripsiyon faktoriinii kodlayan mRNA’dan yaklasik 26
niikleotid uzunlugunda bir intron parcasini ¢ikarir. Bu kirpilma sonucunda XBPls
olarak adlandirilan aktif ve kararli bir transkripsiyon faktorii eksprese olur (Walter ve
Ron, 2011). XBPI1s’nin aktivitesi, protein katlama ve kontrol mekanizmalarini ve
ERAD sistemini aktiflestiren ¢esitli genlerin ekspresyonlarini indiikleyerek
proteostazi destekleyen sagkalimsal olaylarla baglantilidir. XBP1s ayrica ER ve

Golgi bilesenlerinin biyogenezini uyararak protein sekresyonunu arttirir.

IREla, RIDD (regulated IRE1a-dependent decay: diizenlenmis IRE1a-bagimli
bozulma) olarak bilinen bozulma siireciyle ilgili mRNA ve miRNA’lar1 uyarir
(Coelho ve Domingos, 2014). RIDD ¢esitli fonksiyonlarla birgok proteinin
ekspresyonunda degisime yol actigindan, hiicrelerde stresin hafifletilmesi,

inflamasyon ve apopitoz gibi farkli mekanizmalari etkilemektedir.

Ayrica aktif IREla, NFkB (nuclear factor-kB) iceren MAPK (mitogen-
activated protein (MAP) kinase), otofaji ve inflamatuvar yolaklar1 gibi diger stres

yolaklari ile etkilesen adaptor proteinleri uyarabilir.

Sonug olarak kronik ER stresine yanitta IREla, XBP1s yoluyla adaptasyona,
MAPK yolagi ve RIDD ile apopitozun indiiklenmesine aracilik eder (Sekil 1.6.)
(Hetz ve Saxena, 2017).
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Translokon mRNA A__ ERprotein katlama
bozulmasi” yiikiiniin azalmasi

‘ __:. > ngasyon

< -3 H Translasyon
mRNA_

“® " islenmesj

XBP1 mRNA

Katlanmamis|
proteinler

Q IRE1

IRE1

Sekil 1.6. IREla yolag:.

1.2.3.2.ATF6 Yolag:

Saperonlar
Lipid sentezi
ERAD protemler

ATF6’nin a ve B olmak tlizere 2 formu, ER’nin her yerinde eksprese edilir ve

sitozolik bolgesinde bir tane bazik 16sin fermuarli (basic leucine zipper)

transkripsiyon faktor bolgesi igerir. ER stresi, ATF6’nin Golgi aygitina taginmasina

neden olur. ATF6, Golgi aygitinin liimene bakan yiizeyinde endopeptidaz S1P ve

Golgi membran1 icerisinde endopeptidaz S2P aracilifiyla transkripsiyon faktor

bolgesini igeren ATF6f olarak adlandirilan bolge kesilir ve sitoplazmaya salinir.

ATF6f niiklusa go¢ ederek ERAD ve protein katlanmasinda rol oynayan genler ile
XBP1s’nin ekspresyonlarini indiikler (Sekil 1.7.) (Walter ve Ron, 2011).

ER limeni ~—— Sitozol

Golgi
aygiti 51

Proteolizis

ATF6

==

Sekil 1.7. ATF6 yolagi.

KPY
hedef genleri
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1.2.3.3.PERK Yolag

Diger ER stres yolaklarindan farkli olarak PERK yolagi, translasyon
seviyesinde bir yanit olusturmaktadir. ER stresi ile aktive olan PERK’in kinaz
bolgesi, elF2’nin (eukaryotic Initiation Factor 2: eudkaryotik translasyon baslatici
faktor 2) a-alt birimini fosforlayarak inaktiflestirir. e[F2a’nin inaktivasyonu, protein
sentezini inhibe ederek ER liimeninde proteinlerin asir1 birikmesini engeller.
elF2a’nin fosforilasyonu redoks kontrolii, amino asit metabolizmasi, otofaji, protein
katlanmas1 ve protein senteziyle iliskili proteinleri kodlayan genlerin
diizenlenmesinde 6nemli olan ATF4 (Activating transcription factor 4)
transkripsiyon faktoriiniin  segici translasyonuna yol acar. ATF4 ayrica,
transkripsiyon faktorii DDIT-3 (GADDI153/CHOP), reaktif oksijen tiirleri ve
apopitoz diizenleyicisi BCL-2 aile iiyelerini indiikleyerek hiicre 6liim yolaklarim

etkiler (Sekil 1.8.) (Hetz ve Saxena, 2017).

Hiicre Tﬁﬁmﬁ
GADD34 %

5

Antioksidan cevap

Katlanmamig
proteinler

PERK

Sekil 1.8. PERK yolag:.
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1.2.4. ERAD Yolag:

ER’de katlama sistemindeki bozulmalar veya gende meydana gelen
degisiklikler nedeniyle hatali katlanan ve/veya katlanmamis proteinler ERAD yolagi
ile ortadan kaldirilir (Meusser ve ark., 2005). ERAD yolaginda hatali katlanmis
ve/veya katlanmamis proteinler saperonlar tarafindan taninir, retrotranslokonlara
hedeflenir, ER’den sitoplazmaya tasinir ve ubikiitin/proteazom sistemi (UPS) ile

yikilir (Sekil 1.9.) (Kadowaki ve Nishitoh, 2013).

Tanima

Yanls katlanmis

liminal ve membran >
proteinleri f ;Kanal? ER liimeni

-» > s

Ubikitin
ligaz

26S proteazom =
Cie Cdc48p/p97

zinciri
Ve kompleksi

Rad23p/Dsk2p

Degradasyon Dislokasyon ve ubikitinasyon

Sekil 1.9. ERAD yolag:.

Substrat secimi ve hedeflenmesi: CoOziiniir integral membran proteinleri,

translasyon sonrasi modifikasyonu ger¢eklesmeyen polipeptidler ve hatali katlanmis
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ve/veya katlanmamig proteinlerin potansiyel ERAD substratlar1 olmalariyla birlikte,
hiicrenin toksik agregat birikimini riske alamamasi nedeniyle biitiin siipheli
proteinler ERAD substratlar1 haline gelmektedir. ER'ye giren salgi proteinleri
kiimelenmeyi en aza indirgeyen, dogal yapinin olusumunu kolaylagtiran ve
oligomerik diizeni gergeklestiren bir saperon sistemi agiyla karsilasirlar. Bu saperon
sistemi Hsp40 (J-proteinleri), Hsp70 (Grp78/BiP/Kar2) ve Hsp90 (Grp94)
saperonlar1 ile non-kovalent etkilesimleri, kalneksin (CNX) ve kalretikiilin (CRT)
gibi lektin-benzeri saperonlari ve protein disiilfid izomerazlar1 (PDI) igermektedir

(Brodsky ve Skach, 2011).

ER'ye giren proteinler genellikle bir N-bagh glikanin (GIcNAc;MangGlcs)
eklenmesiyle modifiye edilir (Vembar ve Brodsky, 2008). Proteinin olgunlagsmamis
zincirine GIcNAc;ManyGlcs’nin eklendikten sonra glukozidazlar tarafindan 2 adet
glukoz uzaklastirilir ve ER’de glikoproteinlerin katlanmasindan sorumlu olan CNX
ve CRT ile baglanabilen monoglukozlu glikoprotein olusur. Son glukozun
Glukozidaz II tarafindan kirpilmasiyla CNX-CRT dongiisii sonuglanir ve bunun
sonucunda dogal yapisin1 kazanan glikoproteinler ER’den ¢ikabilir. Dogal yapilarina
ulasamayan glikoproteinlere UGTT (UDP-glucose: glycoprotein  glucosyl
transferase) kompleksi tarafindan tek bir glukoz eklenerek tekrardan CNX-CRT
dongiisiine girmeleri saglanir. Bu dongii sonrasinda da dogal yapisina ulagamayan
proteinlerin mannoz kalintilari, ER «l,2 mannosidase 1 (ERManl) tarafindan
uzaklastirilir ve bu proteinler EDEM (ER degradation-enhancing a-mannosidase-like
protein) tarafindan taninarak ERAD ile yikilmak {izere retro-translokasyon ile

sitoplazmaya gonderilirler (Ellgaard ve Helenius, 2003).

Retrotranslokasyon: UPS, ER’nin sitozolik bélgesinde gerceklestigi icin

hatali katlanmis proteinlerin ER membranindan retrotransloke olmasi1 gerekmektedir.
Cozilinebilir ERAD substratlarinin retrotranslokasyonu kanal-benzeri yapilarla
gerceklesmektedir ve bunun i¢in Sec61 translokon kompleksi ile Derlin membran
protein ailesinin bazi iiyelerinin (Derlin -1, -2 ve -3) kullanildig1 diistiniilmektedir
(Brodsky, 2012; Thibault ve Ng, 2012). Sitozolik bdolgeler igeren transmembran

proteinleri, uygun kanal yapist olmamast durumunda, dogrudan “cekme”
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mekanizmasi ile retrotranslokasyon gosterirler. Retrotranslokasyonun en 6nemli
basamaklarindan  birisi  poli-libikiitinasyondur.  Coziinebilir ~ substratlar  ve
transmembran proteinleri poli-iibikiitinasyon gegirmeden ER liimeninden sitozole
gecemezler (Thibault ve Ng, 2012). ER’nin sitoplazmik bolgesinde,
retrotranslokasyon kompleksine bagli Cdc48-Ufd1-Npl4 ayirim makinesi, poli-
tibikiitinlenmis proteinleri par¢alanma igin proteazoma gonderir (Stolz ve Wolf,

2010).

Proteazomal degradasyon: Proteinlerin iibikiitinasyon ve proteazom-bagimli

yikimi i¢in, ATP hidrolizi ve {ibikiitin adenilasyonundan sorumlu E1 (iibikiitin-aktive
edici enzim), adenile tbikiitinin transfer oldugu E2 (iibikiitin-konjuge enzimler) ve
yikima gidecek proteinleri segerek adenile {iibikiitinin hedef proteine transferini
indiikleyen E3’e (iibikiitin ligazlar) gereksinim vardir. ERAD sisteminde rol alan
temel ligazlar yikilacak proteini 26S proteazoma hedef gostererek burada yikimini

gerceklestirir (Vembar ve Brodsky, 2008).

1.2.5. ER Stresi ile iliskili Apopitoz

ER liimeninde hatali katlanmis ve/veya katlanmamis proteinlerin birikmesi
hiicre icin toksiktir. KPY, her zaman ER stresinin hafifletilmesi ve ER’de
fonksiyonel bir dengenin olusturulmasiyla sonuglanmaz. PERK, IRE1 ve ATF6
yolaklarinin ER stresini Onleyememesi durumunda organizmanin sagkaliminin
saglanabilmesi i¢in apopitotik yolaklar devreye girer (Yoshida, 2007). Diger ER
stres yanitlarina benzer olarak hiicre oliimiiyle iliskili sinyal yolaklar1 da siki bir
sekilde diizenlenmektedir. PERK yolagiyla birlikte CHOP (CCAAT-enhancer-
binding protein homologous protein) indiiklenirken caspase-12 ve JNK (c-Jun N-
terminal kinase) sinyalleri aktiflestirilir ve IREla yolagi ile de pro-apopitotik Bcl-2
(B-cell lymphoma 2) proteinlerinden BAX (Bcl-2-associated X protein) ve BAK
(Bcl-2 homologous antagonist/killer) devreye girer. Buna ek olarak, ER stresi ile
indiiklenmis IREla’nin fosforilasyonu ile TRAF2 (tumor necrosis factor receptor-

associated factor 2) ve ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), ER
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membraninin  sitozolik bdlgesine go¢ eder. PERK ve IREl yolaklarinin
aktivasyonlari, ER stresi sirasinda IKK (IkB kinase) aktivasyonu veya p65
altbiriminin yikimiyla, NF-kB-IKK sinyal yolaginin diizenlenmesine yol agar. NF-
kB aktivitesi ayn1 zamanda KPY’nin ATF6 yolagiyla da diizenlenebilir. Tiim bu
sinyaller, ER stresinin asir1 ve uzamis oldugu zamanlarda, apopitotik yanitlarin
tetiklenmesine katkida bulunur (Hotamisligil, 2010). Kronik veya ¢6ziilmemis ER
stres durumunda JNK, GSK3/3B (Glycogen synthase kinase 3/3), CHOP ve
caspase-12 yolaklariin aktivasyonu ile néronal apopitoz indiiklenmektedir (Sekil
1.10.) (Liu ve ark., 2013).

GSK3/3B ile apopitozun tetiklenmesi: GSK3, c¢esitli hiicresel siireglerde

apopitozun aktivasyonunda onemli bir diizenleyici olarak rol oynar. GSK3a ve
GSK3p olmak iizere ayn1 gen tarafindan kodlanan 2 izoformu bulunur. ER stresi
sirasinda  KPY’nin hedef proteinlerinden biridir ve ER stresi iligkili CHOP
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Yapilan c¢aligmalarda

norodejeneratif hastaliklarla iliskili néronal apopitozda rol oynadigi kanitlanmistir

(Liu ve ark., 2013).

Caspase-12 sinyal yolagi ve apopitoz: Caspase-12, kaspaz aktivasyon

kaskadinda hiicre 6liimiiniin birincil uygulayicisi olan procaspase-3’iin pargalanmast
icin procaspase-9’u aktiflestiren ER-iliskili bir molekiildiir. Spesifik olarak ER’nin
sitoplazmik bolgesinde yerlesim gosterir. ER stresiyle indiiklenmis apopitozda
spesifik diizenleyici olarak rol oynamaktadir ( Nakagawa ve ark., 2000; Liu ve ark.,
2013).
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Sekil 1.10. ER stresi ve apopitoz.

1.2.6. ER Stresi ile Iliskili Hastaliklar

» Mitokondriyal Disfonksiyon

ER, cesitli siireglerin fizyolojik regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.

Hatali katlanmis ve/veya katlanmamis proteinler, ER liimeninde ve sitozolde

agregatlar olustururlar. Agrezom ve inkliizyon cisimcikleri gibi biiylik agregatlar

sitoprotektif etki gosterirken, kiicliik agregatlar UPS’yi bozup CREB-baglanma

proteini ve TATA-baglanma proteini gibi transkripsiyon faktorlerini ayirarak yiiksek

toksisite gosterirler. HSP70 ve TRIC (TCPl-ring complex) gibi molekiiler

saperonlar, bu protein agregatlarinin olusumunu ve toksisitesini baskilayabilirler. ER

homeostazin1 engelleyen/bozan patolojik kosullar, nérodejeneratif bozukluklar, tip 2

diyabet ve kanser gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynayan KPY nin kronik

aktivasyonuna neden olmaktadir (Sekil 1.11.) (Yoshida, 2007; Ozcan ve Tabas,

2012).
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Sekil 1.11. Er stresi ve iligkili hastaliklar.

1.2.6.1.ER Stresi, Metabolik Sendrom ve Tip 2 Diyabet

ER stresine katkida bulunan uyaranlar, insiilin direnci gibi MetS bilesenlerinin
gelisimini dolayl olarak tesvik edebilirler (Cornier ve ark., 2008). Hiicrelerin besin
dalgalanma/degisimiyle basa c¢ikma kapasitesinde ER stresi onemli bir rol
oynamaktadir. Yiiksek yagl diyet, KPY ve patolojik ER stres sinyalizasyonunun iyi
bir uyaricisidir. Yiiksek yagli diyet sonucunda farelerin karaciger ve yag dokularinda
PERK ve IREla fosforilasyonunun arttigi ve JNK’nin aktiflestigi goriilmiistiir.
Yiiksek yagl diyetin neden oldugu ER stresi, tip 2 diyabetle iligkili olarak insiilin
direnci mekanizmasinda da rol oynamaktadir. XBP1’in genetik ablasyonu sonucunda
ER stresi, insiilin direnci, insiilin reseptdr substrat 1’in (IRS) yikilmasina karsi
duyarliligin arttign goriilmiistiir. Ayrica ER stresinin sonucu olarak stres kinaz
aktivasyonu, IRS1’in fosforilasyonuna neden olur ve insiilin reseptdr sinyalinden

ayrilmasiyla instilin direncine sebep olur.
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ER stresi glukoneojenik enzimlerin STAT3-bagimli baskilanmasint 6nleyerek
obezite ve diyabette hepatik glukoz iiretiminin artmasinda da rol oynar. Yapilan
caligmalarda ATF6 yolagiyla iligkili olarak ATF4’iin, karaciger, yag ve kas
dokularinda insiilin duyarliligini arttirarak glukoz metabolizmasini degistirdigi

gorilmiistiir.

Ayrica T2DM’da yapilan son ¢aligmalarda pankreatik B-hiicrelerinin élimiinde
dogrudan KPY’nin rol oynadig1 goriilmektedir. PERK yolagiyla iligkili olarak elF2a
fosforilasyonlarindaki bozulma, diizensiz pro-insiilin translasyonu, artmis oksidatif
hasar, B-hiicre-spesifik genlerin ekspresyonlarinda azalma ve apopitoz nedeniyle

diyabet olusturmaktadir (Sano ve Reed, 2013).

1.2.6.2.ER Stresi ve Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejeneratif hastaliklar, beynin spesifik bolgelerinde noéronlarin ilerleyen
fonksiyon kaybi1 ve Oliimiiyle karakterize konformasyonel hastaliklardir.
Konformasyonel hastaliklar, spesifik bir proteinin stabil sekline gelememesi
sonucunda yanlis katlanip iliskili kalite kontrol mekanizmalariyla yikilmasi veya
oligomerlesip birikinti olusturmasi nedeniyle hiicrenin proteom biitlinliigliniin
bozulmasiyla karakterize hastaliklardir. Hiicrenin dogru katlanmis proteinden yoksun
olmasi ya da proteinlerin yanlis katlanip kiimelenmesiyle hiicrede fonksiyon kayb1
ve/veya bozulma ile cesitli hastaliklara yol agmaktadir. Ilerleyen yasla birlikte
proteomdaki dengesizlik ve kalite kontrol mekanizmalarindaki degisikliklerin neden
oldugu proteostazda meydana gelen bozulmalar, nérodejeneratif hastaliklarin
ozellikle ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikmasina neden olur (Ogen-Shtern ve ark., 2016).
Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi (PD), Huntington hastaligi (HD) ve
prionla iligkili hastaliklar (PrDs) da dahil olmak iizere tiim 6nemli nérodejeneratif
hastaliklar noronlarda protein agregasyonu ile fonksiyon bozuklugu ve kaybi
acisindan benzerlik gosterirler (Sekil 1.12.). AD’de amiloid beta, PD’de alfa
siniiklein, HD’de huntingtin ve PrDs’de prion proteini birikimi goriiliir. Farkli

protein kiimelenmeleri goriilen tiim bu nordejeneratif hastaliklarda, dendritik diken
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kaybina yol acan sinaptik fonksiyon bozuklugu, sinaptik agin kaybolmasina neden
olan sinaptik densite bozuklugu ve hiicre 6limii benzerlik gdsteren anomalilerdir

(Shah ve ark., 2015).

a Frontotemporal demans b Alzheimer hastaligi
PPERK pIRE1 pPERK ' 777 pelF2a; pIRET

ail L
. . \ s ; . Yy v
d Parkinson hastalig

¢ Progresif supraniikleer palsi
pPERK pelF2a

PDI ﬁdﬂ? '2' R

-

Sekil 1.12. Er stresi ve norodejeneratif hastaliklar.

1.2.6.3.ER Stresi ve Kardiyovaskiiler Hastahklar

ER stresi, kardiyomiyosit homeostaz1 ve aterosklerozda o©Onemli rol
oynamaktadir. Transvers aortik daralmaya bagli olarak basincin artisi, ER
saperonlarinin ve ER stres-indiiklii apopitozun uyarilmasina neden olarak kardiyak
hipertrofiye yol agar. Sekresyon yolaginin erken asamasinda ER saperonlari i¢in
onemli bir reseptdr olan KDEL’de meydana gelen mutasyon, bozulmus ER kalite
kontrol makinesi ve artmis ER stresi nedeniyle dilate kardiyopatiye yol agar. ER
saperonlarinin  artigi, kardiyomiyositleri ER  stres-indiiklii apopitoza karsi

korumaktadir (Yoshida, 2007).

Ateroskleroz risk faktorlerinden biri olan homosistein, siilfiir amino asitlerinin
metabolizmast sirasinda iretilen bir ara {riindiir ve ER stresini indiikleyerek
BIP/GRP78, GRP40 (40-kDa  glucose-regulated protein), CHOP, Herp
(Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident ubiquitin-like domain) ve

TDAGS51 (T-cell death-associated gene 51) molekiillerinin ekspresyonlarinda artisa
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neden olmaktadir. Homosistein ile indiiklenen ER stresi SREBP (Sterol regulatory
element-binding proteins) transkripsiyon faktoriinii aktive ederek kolesterol sentezini
arttirtr. CHOP ve TDAGS51’in indiiksiyonu ve kolesteroliin birikimi, makrofajlarin
apopitozunu uyararak damarlarda makrofaj debrislerinin birikmesine yol agar ve

hiperhomosisteinemi de aterosklerozun gelisimine neden olur (Yoshida, 2007).

1.2.6.4.ER Stresi ve Kanser

Kanser hiicreleri yiiksek oranda biiyiime ve proliferasyon gostermeleri
nedeniyle ER’de protein katlanma oraninda artisa ihtiya¢ duyarlar. Malignitenin
artisin1 takiben tiimor kitlesinin yetersiz vaskiilarizasyonu, besin acligi, hipoksi ve
redoks ortaminda degisikliklere yol acarak KPY yolaklarinin aktiflesmesine neden
olur. Kanser hiicresinin sagkalim yolaginda KPY onemli bir rol oynamaktadir.
Birgok kanser tiirinde KPY belirtecleri ve ER saperonlarinin ekspresyonlar
artmaktadir. Meme, kolon ve adenokarsinoma kanser hiicre hatlarinda ve
hepatokarsinomalarda GRP78 ekspresyonunda artis goriilmektedir ve bu artisin
kanser hiicrelerine sagkalim sinyalleri ve ilag direnci sagladigi diisliniilmektedir.
Ayrica artmig GRP78 diizeyi meme, karaciger, prostat, kolon ve gastrik kanserli
hastalarda yiiksek patolojik grade, rekiirens ve diisik sagkalim oranlar1 ile

korelasyon gostermektedir (Ozcan ve Tabas, 2012).
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1.3.Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom (MetS) terimi ilk olarak 1975’te Almanya’da yapilan bir
bilimsel toplantida Haller ve Hanefold tarafindan obezitenin neden oldugu,
hiperglisemi, dislipidemi ve bozulmus glukoz metabolizmasi ile bunlar1 takiben
kardiyovaskiiler hastaliklar, hiperiirisemi ve hepatik steatoz riskinin kombinasyonu
olarak tanimlanmistir (Meisinger ve ark., 2006; O'Neill ve O'Driscoll, 2015). 1988
yilinda Reaven tarafindan merkezi patofizyolojik 6zelligi insiilin direnci olan glukoz
intoleransi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon, artmis VLDL (very-low density
lipoprotein) ve azalmis HDL (high density lipoprotein) gibi bir¢ok kardiyovaskiiler
risk faktoriini “sendrom X olarak tanimlamis ve MetS konseptinin gelisimine
biiylik bir katkida bulunmustur (Reaven, 1988). 2001 yilinda yapilan “Ulusal
Kolesterol Egitim Programi, Yetiskin Tedavisi Panel III (NCEP:ATPII: The
National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel III)” raporunda
bahsi gecen kardiyovaskiiler risk faktorleri ve metabolik bozukluklar “metabolik
sendrom” olarak adlandirilmistir  (Meisinger ve ark., 2006). Hastaligin
tanimlanmasindan sonraki siirecte hastaligin klinik teshisi icin WHO (World Health
Organisation: Diinya Saglik Orgiitii), NCEP:ATPIII, IDF (International Diabetes
Federation: Uluslararas1 Diyabet Federasyonu) gibi farkli organizasyonlarda tani
kriterleri tanimlanmistir (O'Neill ve O'Driscoll, 2015). Tiirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi Metabolik Sendrom Calisma Grubu, MetS tani kriterleri
arasinda insiilin direncinin yer almas1 gerektigini savunmaktadir. Bu nedenle, insiilin
direncini i¢ceren 1999 WHO ve insiilin direncini icermeyen fakat daha siki1 metabolik
esik degerler hedefleyen 2001 NCEP:ATPIII tan1 kriterlerinden olusan yeni bir MetS

tan1 kilavuzunu 6nermektedir (Cizelge 1.1.) (Arslan ve ark., 2009).
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Cizelge 1.1. Metabolik sendrom tani kriterleri.

WHO - 1999

Asagidakilerden en az biri:
e Insiilin direnci
e  Bozulmus glukoz
toleransi

e Diyabet

Asagidakilerden en az ikisi:

e  Hipertansiyon (kan basinct
> 140/90 mmHg)

e  Dislipidemi (trigliserid
diizeyi >150 mg/dl veya
HDL degeri erkekte <35
mg/dl, kadinda < 39 mg/dl)

e Abdominal obezite (beden
kitle indeksi (BDI)>30
kg/m2 veya bel/kalga orant
erkekte > 0,9 kadinda >
0,85

e  Mikroalbuminiiri (idrar
alblimin atilim1 > 20
mcg/dk veya albiimin

kreatinin oran1 > 30 mg/g)

NCEP:ATPIII - 2001

Asagidakilerden en az ligii:

e  Abdominal obezite (bel gevresi: erkeklerde >102 cm,

kadinlarda >88 cm)

e  Hipertrigliseridemi (trigliserid diizeyi > 150 mg/dl)
e Disiik HDL (erkeklerde < 40 mg/dl, kadmlarda < 50 mg/dl)

e  Hipertansiyon (kan basinci > 130/85 mmHg)

e  Hiperglisemi (aglik kan glukozu > 110 mg/dl)

IDF - 2005

Abdominal obezite ve asagidakilerden en az ikisi:

e Dislipidemi (trigliserid diizeyi > 150 mg/dl veya HDL diizeyi
erkekte < 40 mg/dl, kadinda < 50 mg/dl

e  Hipertansiyon (kan basinct > 130/85 mmHg)

e  Hiperglisemi (aglik kan glukozu > 100 mmHg veya T2DM)

Tiirk Endokrinoloji ve

Metabolizma Dernegi -2009

Asagidakilerden en az biri:
e Diyabet

e  Bozulmus glukoz
toleransi

e Insiilin direnci

Asagidakilerden en az ikisi:

e  Hipertansiyon (kan basinci
> 130/85 mmHg)

e  Dislipidemi (trigliserid
diizeyi > 150 mg/dl veya
HDL diizeyi erkekte < 40
mg/dl, kadinda < 50 mg/dl)

e Abdominal obezite (BDI >
30 kg/m2 veya bel gevresi
erkekte > 94 cm, kadinda >

80 cm)
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MetS, insiilin direnci temelinde ortaya ¢ikan ve klinik tablosunda glukoz
intolerans1 veya diabetes mellitus (DM), abdominal obezite, hipertansiyon,
hiperlipidemi ile karakterize; proinflamatuar ve protrombotik 6geleri bulunduran ve
prematiire aterosklerozun yer aldig1 artmis kardiyovaskiiler hastalik riski olusturan
bir patolojidir (Ucler, 2014). Hareketsiz yasam tarzi ve beslenme aliskanliklarmin
degismesiyle birlikte tiim diinyada MetS’ten etkilenen insan sayis1 hizli bir seklide
artis gostermektedir. MetS prevalansit yas ile birlikte artmaktadir. 20-29 yas
grubunda %6,7, 60-69 yas grubunda ise %43,5 olarak goriilmektedir (Arslan ve ark.,
2009). Tirkiye’de 2013 yilinda yapilan TEKHARF (Tiirk Eriskinlerde Kalp
Hastalig1 ve Risk Faktorleri) calismasina gore 40 yas ve lizerinde MetS prevalanst %

53’tiir (Onat ve ark., 2013).

MetS olusumunda hem insiilin direnci hem de abdominal obezite 6nemli
faktorler olarak diisiiniilmektedir. Etnik gruplara gore degismekle birlikte genetik,
fiziksel hareketsizlik, yaslanma, proinflamasyon ve hormonal degisiklikler de MetS
olusumuna yol acabilmektedir. Yasam seklini degistirerek insiilin direncine neden
olan faktorlerin kontrol altina alinmasi ve kilo kaybinin saglanmasi, MetS i¢in en

uygun tedavi yontemidir (Arslan ve ark., 2009).

Visseral yaglanmaya bagli abdominal obezite, insiilin direnci, dislipidemi ve
hipertansiyonun yam sira molekiiler diizeyde adipokinler (sitokinler, kimokinler) ve
leptin ekspresyonundaki diizensizlikler de MetS’e eslik etmektedir. Adipokin ve
leptinde meydana gelen diizensizlikler, hipotalamusta immiin yanit1 ve inflamasyonu
degistirerek MetS’in baslamasina ve gelisimine neden olur. MetS’te goriilen endotel
hiicre fonksiyonunun bozulmasi, esansiyel yag asidi metabolizmasinda anormalikler
ve anormal insiilin ve leptin sinyaliyle birlikte lipid medyatorlerde meydana gelen
degisiklikler, MetS ve felg, depresyon, AD gibi norolojik bozukluklar arasinda bir
koprii oldugunu disiindiirmektedir (Farooqui ve ark., 2012).

MetS’de beyinde meydana gelen degisikliklerin nedenlerinden biri,

hipokampuste bulunan bir glukokortikoid reseptoriiniin azalmasiyla iliskili olarak,
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hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) aksinda meydana gelen bozulmalardir.
Glukokortikoidler, hipokampuste insiilin direncine neden olur ve HPA aksinda
meydana gelen bozulmalar sonucu olusan yaslanma, duygudurum bozukluklar1 ve
ozellikle Tip 2 diyabet olmak iizere metabolik hastaliklar gibi cesitli patofizyolojik

durumlarla sonuglanir.

MetS’li kisilerde inmeyle birlikte morbidite ve mortalite riski oldukga
yiiksektir. Kortikal néronlarda insiilin direncinin gelismesiyle birlikte dolasimdaki
insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) araciligiyla noroproteksiyonun
azaldig1 gosterilmistir. Bununla birlikte insiilin sinyal yolaginda bozulma ve insiilin
direncinin olusmasinda ER stresi de olduk¢a biiylik rol oynamaktadir. Ayrica
noronlarda gelisen ER stresi, son yillarda diinyada 6nemli bir saglik sorunu haline
gelen, noérodejeneratif hastaliklara yol agmaktadir. Bu doktora tezi ¢alismasinda,
MetS modeli olusturulmus siganlarin kortikal ndronlarinda ER stresinin varligi ve
instilinin ER stresi tiizerine etkilerini gostermek {izere ER stresiyle iligkili

belirteclerin arastirilmasi amaclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Kullanilan Hayvanlar ve Dokularin Eldesi

Bu calisma, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
24.02.16 tarih ve 2016-5-52 karar numarali onayr sonrasinda T.C. Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii'niin 1610230006 proje

numarasi ile desteklenmistir.

Calismamizda, olasi cinsiyet farkina bagli hormonal etkileri tartigma dist
tutmak icin sadece erkek, baslangi¢ agirliklar1 180-200 g arasinda degisen 2 aylik
Wistar tiirii siganlar kullamlmigtir. Ankara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilen si¢anlar her kafeste 3 adet olacak sekilde,
su ve yem kisitlamasi olmaksizin, standart deney hayvanlari barinma kosullarinda
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’nda bulunan deney
hayvanlar1 barinma {initesinde tutulmustur. Calismamizda deney hayvanlar1 3 gruba

ayrilmistir:

Kontrol (n=10), MetS (n=10) ve MetS+insiilin (n=10). Calismada kullanilan
deney hayvanlarindan
e Kontrol grubu standart sican yemi ve ¢gesme suyu ile beslenirken,
e MetS (metabolik sendrom) ve MetS+insiilin gruplari, MetS deney modelinin
olusturulmasi i¢in, standart sican yemine ek olarak %32 (935 mM) siikroz

igeren gesme suyu ile beslenmistir (Vasanji ve ark., 2006).

Aguilera ve arkadaglarmin 2004 yilinda yaymladiklar ¢alismalarinda yiiksek
karbonhidrat icerikli diyetler ile beslenme sonucunda viicut agirliklar1 ve aghik kan
sekerlerindeki degisimlerin 12. haftadan sonra ortaya ¢iktiklarini gostermislerdir. Bu
nedenle ¢aligmamizda MetS ve MetS+insiilin gruplar1 20 hafta boyunca siikroz ile

beslenmistir.
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2.2.  Sicanlarda MetS Deney Modelinin Olusumunun Dogrulanmasi

Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslaras1 Diyabet Fedarasyonu’na gére bozulmus
glukoz toleransi ve insiilin direnci, arteriyal kan basincinda artig, serum trigliserit ve
insiilin seviyesinde artis veya serum HDL diizeyindeki azalmalar insanlarda
metabolik sendrom tan1 kriterleri arasinda gosterilmektedir. Bu kriterlerden en az ii¢
tanesine sahip olmak metabolik sendrom tanisi i¢i yeterli goriilmektedir. Bu nedenle
deney hayvanlarinda metabolik sendrom olusumunu tespit etmek amaciyla aclik kan
sekeri Ol¢iimleri, oral glukoz tolerans testi (OGTT), viicut agirliklari, serum insiilin

degerleri ve arteriyal kan basinglart 6l¢iilmiistiir.

2.2.1. Achk Kan Sekeri Olciimii

Bir gece oncesinden a¢ birakilan deney hayvanlarinin kuyruklarindan alinan

kan 6rnekleri Accu-check glukoz 6l¢iim cihaziyla ol¢tilmiistir.

2.2.2. Kan Basme Ol¢iimii

Deney hayvanlarinda MetS deney modelinde hemodinamik parametrelerin
etkilenme diizeyleri, “tail cuff” yontemi ile kuyruktan kan basinc1 Olgiilerek
(NIBP200-A noninvaziv tansiyon 6l¢iim aleti, BIOPAC) degerlendirilmistir. Bunun
icin 32C’lik kabin i¢ine alinan siganlarin kuyruklar1 kabin disina kiigiik bir araliktan
cikarilmis ve kuyruklarina tail cuff sensorii takilmistir. Yaklagik 1 saat boyunca
ortama alismalart ve kan basinglarinin normale donmesi i¢in beklendikten sonra

arteriyal kan basinglar1 6lgtilmiistiir.
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2.2.3. OGTT ile Oral Glukoz Toleransinin Olciilmesi

Bir gece oncesinden a¢ birakilan deney hayvanlarmma gavaj yoluyla 1g/kg
miktarinda glukoz verilmistir. Glukoz verilmeden 6nce (0. dakika (dk.)) ve glukoz
yiiklemesinden sonraki ilk 15., 30., 60. ve 120. dk.larda Accu-check glukoz 6lgiim
cihaziyla, hayvanlarin kuyruk uglar1 kesilerek toplanan kan orneklerinde glukoz

Olctimii gergeklestirilmistir.

2.2.4. Kan Insiilin Seviyesinin Belirlenmesi

Serum insiilin diizeyleri Elabscience marka E-EL-R2466 katalog numarali Rat
INS (Insulin) ELISA Kiti kullanilarak ol¢iilmiistiir. Diseksiyon Oncesinde deney
hayvanlarindan alinan kan drnekleri oda sicaklifinda 2 saat siiresince pihtilagsmaya
birakilmistir. Bu siire sonunda 1000 g’de 15 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen
siipernatantlar inceleme gergeklestirilene kadar saklanmak iizere -80°C’ye

kaldirilmastir.

Serum Orneklerindeki insiilinin belirlenmesi ig¢in gerekli standartlarin
hazirlanmast igin ELISA Kiti igerisinde bulunan Standard Working Solution,
Reference Standard&Sample Diluent igerisinde ¢6zlilmiis ve ardindan 6 defa 1:1
oraninda diliie edilmistir. Her bir diliisyon sonrasinda azalan konsantrasyonlarda
(200 ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL, 3,13
ng/mL) standart c¢ozeltileri elde edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki g¢ozeltiler
protein miktarinin belirlenmesinde standart olarak kullanilirken, Reference
Standard&Sample Diluent kor (sifir) degeri olarak kabul edilmistir. Protein
standartlari, Reference Standard&Sample Diluent ve serum orneklerinden 100 pl
alinarak ELISA mkro-plaklarinin kuyucuklarina eklenmis ve 37°C’de 90 dk. inkiibe
edilmistir. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilmis ve kuyucuklara 100 pl
Biotinylated Detection Ab eklenerek 37°C’de 60 dk. inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilmis ve tiim kuyucuklar
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yikama tamponu ile 3 defa yikanmistir. Yikama sonrasinda kuyucuklardaki sivi iyice
uzaklastirilip her kuyucuga 100 ul HRP Conjugate eklenerek 37°C’de 30 dk. inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa yikanmustir.
Yikama sonrasinda kuyucuklara 90 pl Substrate Reagent eklenerek 37°C’de,
karanlikta 15 dk. inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kuyucuklara 50 pl Stop
Solution eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Kuyucuklarda olusan renk degisimi
sonrasinda ELISA mikro-plagi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olclilmiistiir. Standartlarin absorbans degerlerine gore serumdaki insiilin miktarlari

hesaplanmustir.

Deney hayvanlarinda insiilin direncinin gelisimi, ELISA testi sonucu elde
edilen insiilin degeri ile aglhik kan glukoz degerleri kullanilarak, HOMA-IR
(homeostasis model assessment — insiilin resistance) testi ile degerlendirilmistir
(HOMA-IR=Ag¢lik kan glukozu (mM/L)xAg¢lik insiilin degeri(mU/1)/22,5).

2.3.MetS+insiilin Grubuna Insiilin Enjeksiyonu

Metabolik sendrom deney modelinin olusumunun dogrulanmasi sonrasinda
MetS-+insiilin grubundaki siganlara 15 giin siireyle 31U/giin dozunda subkutan olarak

protamin insiilin uygulanmisir.

2.4.Isik Mikroskobik (IM) Incelemeler I¢in Yapilan Cahsmalar

Tim gruplara ait hayvanlar yiiksek doz ksilazin/ketamin anestezisi altinda
sakrifiye edilerek beyinleri ¢ikarilmistir. Cikarilan beyinler medyan diizlem dikkate
alinarak sag ve sol hemisferlere boliinmiistiir ve daha sonra her iki hemisferde de
frontal loblar ayrilmistir. incelemelerin standart bir sekilde gerceklesmesi igin sol
hemisfere ait frontal korteks ornekleri Western blotlama deneylerinde kullanilmak

tizere -80°C’ye kaldirilmistir. Sag hemisferlerden elde edilen frontal lob 6rnekleri ise
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rutin histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler ig¢in %10’luk tamponlu
formalin soliisyonuna alinarak 24-48 siireyle fikse edilmistir. Fikse olan beyin

dokularinin takip islemleri asagidaki protokole gore yapilmistir.

2.4.1. %10’luk Tamponlu Formalin icin Takip Protokolii

Dereceli alkoller ile ger¢eklestirilen dehidratasyon isleminden sonra ksilen ile
seffaflastirilan dokular 60°C’lik etiivde 1:1 ksilol:parafin ile 1 saat, sivi parafin
icerisinde 3 saat inkiibe edilmistir. Sivi parafinden ¢ikarilan beyin dokulari sert
parafin bloklara gomiilmiistir. Elde edilen parafin bloklar kesit alinana kadar
buzdolabinin alt rafinda (+4°C) bekletilmistir. Kesit alma islemine baglamadan 6nce
-18°C’ye alinan bloklardan Leica RM 2125RT model sliding mikrotom ile 4 um
kalinliginda kesitler alinmistir. Sicak su banyosundan lam {izerine alinan kesitler
deparafinizasyon amaciyla 1 saat 60°C’lik etiivde bekletilmistir. Histolojik
boyamaya hazir hale getirilen doku kesitlerinde genel doku morfolojisini gormek

amactyla Hematoksilin-Eozin ve Krezil Viyole boyalar1 uygulanmistir.

2.4.2. Hematoksilin-Eozin (HE) Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon

e %100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Suda yikama

e Hematoksilin soliisyonu, 1 dk.

e Suda yikama

e FEozin soliisyonu, 1 dk.

e Suda yikama

e %75, %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon
e Kiilen ile seffaflandirma

e Entallan ile kapama
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2.4.3. Krezil Viyole Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon

e 9100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon
e Suda yikama

e %0,1 Krezil Viyole Soliisyonu, 30 dk., 60°C

e Distile suda yikama

e %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon

e Ksilen ile seffaflandirma

e Entallan ile kapama

2.4.4. Immiinohistokimya ve Immiinofluoresan Incelemeleri Icin Yapilan

Cahismalar

Rutin takip islemlerinden sonra sert parafin bloklara gdmiilen frontal lob
orneklerinden 4 um kalinliginda alinan kesitler poli-L-lizin kaplanmis lamlar iizerine
alinarak gece boyunca 60°C’lik etiivde deparafinize edilmistir. PERK, ATF6a,
GRP78, GSK30/B, pro-caspase 12, p-IREla ve Caspase 3 antikorlar1 igin
immiinohistokimyasal isaretleme gerceklestirilirken IRE1a ve EDEM antikorlari i¢in
immiinofluoresan isaretleme gerceklestirilmistir. Ayrica frontal kortekste bulunan

noronlarda apopitozu incelemek amaciyla TUNEL boyama protokolii uygulanmugtir.

2.4.4.1.immiinohistokimya Isaretleme Protokolii

4 pum’lik Poly-L-lizin kapli lamlara alinan kesitler 60°C’lik etlivde gece
boyunca deparafinize edilmistir. Deparafinizasyondan sonra dereceli alkollerden
(%100, %96 ve %75) gecirilerek suya almmustir. Sitrat buffer ile antijenik
maskelenmenin engellenmesi islemi didiikli tencere ile gergeklestirildikten sonra

kesitler PBS (phosphate buffered saline) ile 3x5 dk. yikanmustir. Kesitler, endojen
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peroksidaz aktivitesinin engellenmesi i¢in hidrojen peroksit blok soliisyonunda (TA-
060-HP, UltraVision LP Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen,
ThermoScientific) oda 1sisinda 10 dk. inkiibe edilmis ve PBS ile 3x5 dk. yikanmustir.
Daha sonra kesitler, immiinolojik olmayan reaksiyonlart durdurmak ic¢in Ultra “V”
Block soliisyonunda (TA-060-UB, UltraVision LP Detection System HRP Polymer
& DAB Plus Chromogen, ThermoSientific) oda isisinda 5 dk. inkiibe edilmistir.
Kesitler ER stresiyle iligkili olarak anti-ATF6a (sc-166659, SantaCruzBiotech), anti-
GRP78 (sc-1050, SantaCruzBiotech), anti-GSK-3a/p (sc-7291, SantaCruzBiotech),
anti-PERK  (sc-377400, SantaCruzBiotech), anti-phospho-IRE1  (ab-48187,
ABCAM), anti-pro-caspase 12 (ab-8118, ABCAM) antikorlari ile apopitoz ile iliskili
olarak da Cleaved Caspase-3 (#9661, CellSignaling) antikoru ile +4°C’de gece
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 3x5 dk. PBS ile yikanan
kesitlerden anti-GRP78 ile boyananlar Biotinli Rabbit Anti-Goat sekonder antikor ile
(BA-5000, Vector Labs) 37°C’de 60 dk. inkiibe edilirken diger kesitler oda 1sisinda
10 dk. Primary Antibody Enhancer (TL-060-PB, UltraVision LP Detection System
HRP Polymer & DAB Plus Chromogen, ThermoSientific) soliisyonunda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 3x5 dk. PBS ile yikanan kesitlerden anti-GRP78 ile
boyananlar Streptavidin-Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision Ready-To-Use
Streptavidin Peroxidase, ThermoScientific) soliisyonunda oda 1sisinda 10 dk. inkiibe
edilirken, diger kesitler HRP Polymer (TL-060-PH, UltraVision LP Detection
System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen, ThermoScientific) soliisyonunda
oda 1sisinda 15 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiim kesitler 3x5 dk. PBS
ile yitkanmis ve daha sonra 3,3’-diaminobenzidine (DAB) kromojen (UltraVision LP
Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen, ThermoScientific) ile 3
dk. inkiibe edilmistir. Hematoksilin ile ¢ekirdek boyamasi gerceklestirilerek ve
gerceklestirilmeyerek, kesitler dereceli alkollerden ve ksilolden gecirildikten sonra
entellan ile kapatilmistir. Boyanan praparatlar, Zeiss Axio Scope Al marka 151k ve
fliioresan mikroskobuyla incelenmis ve fotograflanmistir. Elde edilen goriintiiler,
Imagel dijital goriintii analiz programinin IHC Profiler eklentisi ile analiz edilmistir

(Varghese ve ark., 2014).
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2.4.4.2. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and
labeling) ile Apopitotik Hiicreleri Isaretleme Protokolii

Deney gruplarinda apopitotik hiicreleri degerlendirmek icin TUNEL (In Situ
Cell Death Detection Kit, POD, 11684817910 ROCHE) yontemi uygulanmistir. 4
um’lik Poly-L-lizin kapli lamlara alinan kesitler 60°C’lik etiivde gece boyunca
deparafinize edilmis ve deparafinizasyondan sonra dereceli alkollerden (%100, %96
ve %75) gecirilerek suya alimmustir. Sitrat buffer ile antijenik maskelenmenin
engellenmesi islemi diidiiklii tencere ile gergeklestirildikten sonra kesitler PBS
(phosphate buffered saline) ile 3x5 dk. yikanmistir. Kesitler, endojen peroksidaz
aktivitesinin engellenmesi i¢in hidrojen peroksit blok soliisyonunda (TA-060-HP,
UltraVision LP Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen,
ThermoScientific) oda 1sisinda 10 dk. inkiibe edilmis ve PBS ile 3x5 dk. yikanmustir.
Yikama iglemi sonrasinda kesitler 900 pl boya solisyonu ve 100 ul enzim
soliisyonunun karigtiritlmasiyla elde edilen TUNEL soliisyonunda 37°C’de 60 dk.
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi PBS ile 3x5 dk. yikanmistir. Daha sonra
Converter-POD soliisyonunda 37°C’de 30 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
tim kesitler 3x5 dk. PBS ile yikanmis ve daha sonra 3,3’-diaminobenzidine (DAB)
kromojen (UltraVision LP Detection System HRP Polymer & DAB Plus
Chromogen, ThermoScientific) ile 3 dk. inkiibe edilmistir. Hematoksilin ile ¢ekirdek
boyamasi gergeklestirilerek ve gergeklestirilmeyerek, kesitler dereceli alkollerden ve
ksilolden gegirildikten sonra entellan ile kapatilmistir. Boyanan praparatlar, Zeiss
Axio Scope Al marka 151tk ve fliloresan mikroskobuyla incelenmis ve
fotograflanmistir. Elde edilen goriintiiler, ImageJ dijital goriintii analiz programinin

IHC Profiler eklentisi ile analiz edilmistir (Varghese ve ark., 2014).

2.4.4.3 Immiinofluoresan Isaretleme Protokolii

4 pm’lik Poly-L-lizin kapli lamlara almman kesitler 60°C’lik etiivde gece
boyunca deparafinize edilmistir. Deparafinizasyondan sonra dereceli alkollerden

(%100, %96 ve %75) gegirilerek suya alinmustir. Sitrat buffer ile antijenik
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maskelenmenin engellenmesi islemi didiikli tencere ile gergeklestirildikten sonra
kesitler PBS (phosphate buffered saline) ile 3x5 dk. yikanmistir. Kesitler, endojen
peroksidaz aktivitesinin engellenmesi i¢in hidrojen peroksit blok soliisyonunda (TA-
060-HP, UltraVision LP Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen,
ThermoScientific) oda 1sisinda 10 dk. inkiibe edilmis ve PBS ile 3x5 dk. yikanmustir.
Daha sonra kesitler, immiinolojik olmayan reaksiyonlar1 durdurmak i¢in Ultra “V”
Block soliisyonunda (TA-060-UB, UltraVision LP Detection System HRP Polymer
& DAB Plus Chromogen, ThermoSientific) oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edilmistir.
Kesitler ER stresiyle iliskili olarak anti-IREla (sc-390960, SantaCruzBiotech) ve
anti-EDEM (sc-377394, SantaCruzBiotech) antikorlar1 ile +4°C’de gece boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 3x5 dk. PBS ile yikanan kesitler FITC-
konjuge Goat Anti-Mouse sekonder antikoru (Fluorescein (FITC)-AffiniPure Goat
Anti-Mouse 1gG, 115-095-166, Jackson ImmunoResearch) ile karanlikta 37°C’de 60
dk. inkiibe edilmisir. inkiibasyon sonras1 3x5 dk. PBS ile yikanan kesitler Hoechst
(H6024, SigmaAldrich) igeren 1:1 PBS-gliserollii kapatma medyumuyla kapatilarak
Zeiss Axio Scope Al marka 1sik ve fliioresan mikroskobuyla incelenmis ve
fotograflanmistir. Elde edilen goriintiiler, ImageJ dijital goriintii analiz programi ile

analiz edilmistir.

2.5.Western Blotlama i¢in Yapilan Cahsmalar

Sicanlardan elde edilen beyin dokular1 sivi nitrojen yardimiyla seramik havan
igerisinde doviilerek mekanik olarak parcalanmistir. Her 6rnekten esit miktarda doku
tartilarak homojenizasyon tampon ¢6zeltisi (20 mM pH = 7,4’liik Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 2 mM KCI, 2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 100 mM proteaz inhibitdrii, 1 mM
Na3Vv04, 20 mM NaF, 1 mM EGTA, 0,4 mM PMSF, 0,02 mM NP-40 tergitol, 0,02
mM ve 0,01 mM sodyum deoksikolat) icerisinde once ultraturaks kullanilarak
mekanik pargalama ve sonrasinda ise +4°C’de 10000 rpm’de 10 dk. santrifiij
yontemiyle proteinlerin homojenizasyonu gergeklestirilmistir. Santrifiij islemi
sonrasinda elde edilen siipernatantlar yeni hazirlanan ependorf tiiplerine alinmis ve

tiim calismalar bu kisimda gergeklestirilmistir.
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Western blotlama protokoliine baglamadan once elde edilen tim
siipernatantlarda Pierce Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Kit (23225,

ThermoScientific) ile toplam protein miktarlar1 belirlenmistir.

2.5.1. Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

1000 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin) ¢ozeltisi Tissue Extraction Buffer
icinde ¢oziilmiis ve ardindan 7 defa 1:1 oraninda diliie edilmistir. Her bir diliisyon
sonrasinda azalan konsantrasyonlarda (1000 mg/ml, 500 mg/ml, 250 mg/ml, 125
mg/ml, 62,5 mg/ml, 31,25 mg/ml, 15,625 mg/ml, 7,8125 mg/ml) BSA ¢ozeltileri elde
edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki BSA c¢ozeltileri protein miktarinin
belirlenmesinde standart olarak kullanilirken, Tissue Extraction Buffer kor (sifir)
degeri olarak kabul edilmistir. BSA standartlari, protein 6rnekleri ve Tissue
Extraction Buffer, 200 pl BCA soliisyonu igerisinde 100 kat diliie edilmis ve 96
kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilmistir. 37°C’de 30 dk. inkiibasyon sonrasinda BCA
sollisyonda spektrofotometrik olarak renk degisimleri 562 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistiir. Standartlarin absorbans degerlerine gore protein orneklerindeki toplam

protein miktarlar1 hesaplanmustir.

2.5.2. Proteinlerin Jel Elektroforez ile Ayristirilmasi

Jel dokme standina kalin ve ince camlar yerlestirilmistir ve iki cam arasinda

olusturulan 1 mm’lik bosluga ayristirma jeli dokiilmiistiir.

Ayristirma jeli:
e pH 8,8 Tris HCI ¢ozeltisi 2,532 ml
e 37,5:1 Acrylamide:Bis Soliisyonu 2,5 ml
e dH,0 4,763 ml
e SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) 100 pl
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e TEMED (Tetramethylethylenediamine) 5 pl
e APS (Ammonium Per Sulphate) 100 pl

Ayrisma jeli katilastiktan sonra {izerine toplama jeli dokiiliip jel tarag: ile 10

adet kuyucuk olusturulmustur ve jelin katilagsmas1 beklenmistir.

Toplama jeli:
e pH 6,8 Tris HCI ¢ozeltisi 0,5 ml
e 37,5:1 Acrylamide:Bis Soliisyonu 0,657 ml
e dH,0 2,760 ml

e SDS39ul
e TEMED 4 ul
e APS39ul

Her bir protein 6rnegi Laemmli tamponuyla 1:1 oraninda karistirilmig ve 3
boyutlu yapilarin1 kaybederek jel iizerinde kolay hareket edebilmeleri i¢in 5 dk.
90°C’de inkiibe edilmistir. Toplama jeli katilagtiktan sonra jel, elektroforez tankina

konulmus ve tank elektroforez ¢ozeltisi ile doldurulmustur.

Elektroforez Cozeltisi:

e Trisl5g
e Glisin72g
e SDS5¢g

e dH,0 1000 ml

4 pl protein ladder (NZYColour Protein Marker II, MB09002, NZYtech) ile
her bir kuyucuga 30 pg protein gelecek sekilde hesaplamalar1 yapilan protein
ornekleri kuyucuklara yiiklenmistir. Gli¢ kaynag: elektroforez tankina baglanip 120
V’a ayarlanarak g¢alistirtlmistir. Proteinler jelin en alt ucuna kadar yiiriidiikten sonra

elektroforez islemi sonlandirilmistir.
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2.5.3. immiinoblotlama

PVDF (Polyvinylidene fluoride) membran ve transfer kagitlar1 blotlama

soliisyonu i¢ine alinmistir.

Blotlama soliisyonu:
e 5X Transfer Buffer (1704273, Trans-Blot® Turbo™ RTA Midi PVDF
Transfer Kit) 20 ml
e Methanol 20 ml
e dHO 60 ml

Elektroforez sonrasinda jel ve camlar blotlama soliisyonu igerisinde hafifge
sallandiktan sonra ince cam yavasca kalin camdan ayirilmis ve toplama jeli jilet ile
kesilmigtir. Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, 170-4155) cihazinin kasetinin alt kismi
lizerine sirastyla transfer kagidi, PVDF membran, jel ve transfer kagidi yerlestirilmis
ve kaset kapatilip sistem kilitlenmistir. Immiinoblotlama, Trans-Blot Turbo cihazinda
30 dk. 1,3 A ve 25 V’ta gergeklestirilmistir. Transfer asamasindan sonra membranlar
TBS-T (Tris-tamponlu salin, %0,1 Tween 20) soliisyonuna alinmistir ve takip eden

tiim inkiibasyonlar cam kaplar icerisinde sallayici iistiinde gerceklestirilmistir.

TBS-T Soliisyonu:
e 100 ml TBS 10X (pH: 8,8)
e 1 ml Tween 20
e 900 ml dH,O

TBS-T soliisyonu yikama soliisyonu olarak kullanilmistir. Ayn1 zamanda 100
ml TBS-T i¢inde 3 g BSA ¢0ziilmiis ve bu soliisyon hem bloklama soliisyonu olarak
hem de isaretleme sirasinda kullanilacak antikorlarin diliienti olarak kullanilmustir.
Membran, bloklanma i¢in %3 BSA soliisyonu igerisinde oda sicakliinda, sallayici

tizerinde hafif diizeyde sallanarak 60 dk. boyunca inkiibe edilmistir. Bloklama
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sonrasinda membran, +4°C’de primer antikor ¢ozeltisi igerisinde gece boyunca
sallayici iistiinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda membranlar 3x10 dk.
boyunca TBS-T soliisyonu ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra membranlar
peroksidaz isaretli sekonder antikor ile oda 1sisinda 1 saat inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonrasinda TBS-T soliisyonu ile 3x10 dk. yikanmistir. Takip eden

islemler karanlik ortamda gerceklestirilmistir.

Membranlar kemiliiminesan substrat (WesternBright™ ECL
Chemiluminescent HRP Substrate, Advansta, K-12045-D50) ile 5 dk. inkiibe
edildikten sonra kurutulup hiperfilm kaset igerisine aktarilmistir. Hiperfilm kaset
icerisine membranin iizerine gelecek sekilde film (CARESTREAM MXBE Film
Blue-Sensitive, 771 0783) yerlestirilmistir. 1-5 dk. siiresince kemiliiminesan 1stmanin
membrandan filme gecisi saglanmistir ve film sirasiyla developer, fiksatif ve sudan
gecirilmigtir. Film tiizerinde protein ladder ve deney gruplar1 asetat kalemi ile

isaretlenmistir.

Yapilan Western blotlama  deneylerinde  anti-ATF6a  (sc-166659,
SantaCruzBiotech), cleaved Caspase-3 (#9661, CellSignaling), anti-EDEM (sc-
377394, SantaCruzBiotech), anti-GRP78 (sc-1050, SantaCruzBiotech), anti-GSK-
30/B (sc-7291, SantaCruzBiotech), anti-IREla (sc-390960, SantaCruzBiotech), anti-
PERK (sc-377400, SantaCruzBiotech), anti-p-PERK (sc-32577, SantaCruzBiotech),
anti-phospho-IRE1 (ab-48187, ABCAM), anti-pro-caspase 12 (ab-8118, ABCAM)
primer antikorlar1 ile Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody (#7076, CellSignaling),
Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody (#7074, CellSignaling) ve Rabbit Anti-Goat
IgG-HRP (sc-2768, SantaCruzBiotech) sekoder antikorlar1 kullanilmistir.

Protein diizeylerinin normalizasyonu, deney gruplart ve kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermeyen [-aktin (sc-47778,
SantaCruzBiotech) antikoru ile gergeklestirilmistir. Bunun i¢in membranlar Strip
Buffer ile 15 dk. siireyle inkiibe edildikten sonra 3x15 dk. TBS-T ile yikanmis ve f3-

aktin antikoruyla tekrardan isaretlenmistir.
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Strip Buffer (pH: 2-2.20):
e SDS2g
e Glycine7,5¢g
e dH,O 1000 ml

Elde edilen protein bant goriintiileri GelDoc-It goriintiileme sistemi ile

goriintliilenmis ve dansitometrik olarak analiz edilmistir.

2.6.istatistiksel Analiz

Calismanin tlim istatistiksel analizleri IBM SPSS 22 paket programi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Immiinohistokimyasal incelemeler ve Western blotlama deneyleri sonucunda
elde edilen verilerden normal dagilim gésteren veriler icin One-Way Anova testi ile
gruplar arasinda fark olup olmadigir degerlendirilmis ve daha sonra farkin hangi
gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Tukey Post-hoc c¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Normal dagilim gostermeyen veriler i¢in Kruskal Wallis Testi

uygulanmistir. p<0,05 i¢in sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.Genel Degerlendirme Bulgulari

Bu tez ¢alismasinda 3 grupta toplam 30 adet deney hayvanmi kullanilmustir.
Kullanilan deney hayvanlari, baslangic agirliklar1 180-200 g arasinda degismekte
olan 2 aylik Wistar tiirli erkek sicanlardir. Deney siiresince herhangi bir hayvan kaybi

yasanmamistir.

20 haftalik deney stireci sonunda kontrol grubunda viicut agirhig: 176,3 + 22,93
iken MetS grubunda bu deger 311,3 £ 29,06’dir ve bu deger istatistiksel olarak
anlamlidir (p = 0,0033). Kontrol ve MetS gruplar arasinda aclik kan glukoz diizeyi
kontrol grubunda 87 + 1,38 iken MetS grubunda 115,4 + 4,11°dir ve bu deger
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0,001) (Cizelge 2.1.).

3.2.S1canlarda Deneysel MetS Olusturulmasinin Dogrulanmasi

20 hafta boyunca %32 oraninda siikrozlu ¢esme suyu ile beslenen Wistar tiirii
sicanlarda MetS deney modelinin olusumunun dogrulanmasi i¢in deney
hayvanlarinda aglik kan glukozu, insiilin, insiilin diren¢ gelisimi ve arteriyal kan
basinglar1 Olgiilmiistiir. Kontrol grubu hayvanlarinda serum insiilin seviyesi
28,58+3,12 iken yiiksek siikroz igerikli diyet ile beslenen siganlarda 89,57+2,42°dir
ve bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001). Deney hayvanlarinda
insiilin direncini gostermek icin HOMA-IR index hesabi yapilmistir. Kontrol grubu
hayvanlarinda HOMA-IR degeri 93,52+9,67 iken yiiksek siikroz igerikli diyet ile
beslenen siganlarda bu deger 325,78+27,41°dir (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Kontrol ve MetS gruplarina ait genel parametreler.

Kontrol MetS deseri
(Ort=SEM) (Ort=SEM) pdeg
Viicut Agirligi (g) 176,3 + 22,93 311,3 + 29,06 =0,0033*
Aglik Kan Glukozu 87138 1154+ 411 <0,0001*
(mg/dl)
Serum Insilin Diizeyi 28,58 + 3,12 89,57 + 2,42 <0,0001*
(ng/ml)
HOMA-IR 93,52 + 9,67 325,8 + 27,41 <0,0001*
Sistolik basing (mMmHg) 119+1,97 170,7 = 4,96 <0,0001*
Diyastolik basing - *
(mmHo) 74,89 + 0,54 104,262 = 0,0002
OGTT 6,71 + 4,45 6,29 + 7,04 =0,0211*

* p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.

3.3.MetS Olusturulan Sicanlara Insiilin Uygulanmasinin Degerlendirilmesi

15 giin boyunca 3 IU/giin dozunda subkutan olarak insiilin uygulanan deney
hayvanlarinda insiilinin etkisini gormek icin aglik kan glukozu, insiilin, insiilin direng
gelisimi ve arteriyal kan basinglar1 dlgiilmiistiir. MetS grubu hayvanlarinda serum
insiilin seviyesi 89,57 + 2,42 iken insiilin uygulanan deney hayvanlarinda bu deger
43,01 + 9,49°dur ve bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,005).
Insiilin uygulanan deney hayvanlarinda insiilin direnci HOMA-IR indeksine gore
hesaplanmigtir. MetS grubundaki hayvanlarda HOMA-IR degeri 325,78+27,41 iken
MetS+insiilin grubunda bu deger 127,22+25,21°dir ve bu deger istatistiksel olarak
anlamlidir (p = 0,0002) (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. MetS ve MetS+Insiilin gruplaria ait genel parametreler.

MetS MetS-+insiilin deseri
(OrtSEM) (Ort+SEM) pdeg

Viicut Agirligi (g) 311,3 + 29,06 262,6 = 28,2 = 0,2521

Aglik Kan Glukozu 1154 + 4,11 69,43 + 2,51 <0,0001*
(mgydl)

Serum Insilin Diizeyi 89,57 + 2,42 43,01 +9,49 = 0,0005*
(ng/ml)

HOMA-IR 325,8 + 27,41 127,2 + 25,21 = 0,0002*

Sistolik basing (mmHg) 170,7 + 4,96 186,6 + 3,33 = 0,0509

Diyastolik basing 104,2 + 6,2 104,1 + 10,14 = 0,7094
(mmHg)

OGTT 6,29 + 7,04 20+ 4,19 =0,1201

* p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.



3.4.Is1k Mikroskobik Degerlendirme Bulgular:

Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks drneklerinden koronal
yonde alinan kesitler Hematoksilin-Eozin ve Krezil Viyole boyalari ile boyandiktan
sonra, genel doku morfolojisini gérmek i¢in aym bolgeler incelenmistir. Diisiik ve
yiiksek biiylitmelerde gerceklestirilen incelemelerde gruplara ait kesitlerde pia mater
yapisi ile prefrontal kortekste yer alan ndronlarin boyanma 6zelliklerinin normal
oldugu gorilmiistiir (Sekil 2.1.). Biitiin gruplarda biiyiik biiyiitmede yapilan
incelemelerde Hematoksilin-Eozin ile boyanan kesitlerde piramidal néronlarda
merkezi yerlesimli okaryotik niikleuslar ve biiyiik niikleoluslar goriilmiistiir. Krezil
viyole ile boyanmis kesitlerde yapilan incelemelerde ise niikleusun etrafinda GER
kiimelerinden olusan Nissl cisimciklerinin benzer miktarda ve yerlesimde olduklar

izlenmistir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.1. Kontrol ve deney gruplarina ait Hematoksilin-Eozin ile boyanmis kesitlerde prefrontal
korteksin genel goriiniimii. A) ve B) Kontrol grubu, C) ve D) MetS grubu, E) ve F) MetS+Insiilin
grubu. Ok: Pia mater. Boya: Hematoksilin-Eozin. Bar: 100 pm.
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Sekil 2.2. Kontrol ve deney gruplarina ait Krezil Viyole ile boyanmis kesitlerde prefrontal korteksin
genel goriinimi. A) ve B) Kontrol grubu, C) ve D) MetS grubu, E) ve F) MetS+Insiilin grubu. Ok:
Pia mater. Boya: Krezil Viyole. Bar: 100 pm.
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3.5.ER Stresiyle Iliskili Belirteclerin Immiinohistokimya, Immiinofluoresan ve

Western Blotlama Bulgular:

3.5.1. IRE1la Bulgular

Kontrol ve deney grubuna ait kesitlerde IREla immiinoreaktivitesine
bakildiginda, kontrol grubu ve MetS+Insiilin grubuna ait &rneklerde IREla
immiinreaktivitesinin daha yogun oldugu gorinmiistiir (Sekil 2.3. ve 2.4.). Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda anlaml fark izlenmemistir (p = 0,075)
(Cizelge 2.3.).
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IREla Hoechst Birlikte

I MetS

MetS+Insiilin

Negatif

Sekil 2.3. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde IRE1a ekspresyonlari. Kontrol ve MetS+Insiilin
gruplarinda yogun IRE1a ekspresyonu goriiliirken, MetS grubunda IREla ekspresyonlarinin daha az
yogunlukta olduklart goriilmektedir. Bar: 50 pm.

Kontrol MetS MetS+ins

IREla 120 kDa

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.4. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks orneklerinde IRE1a proteininin
miktar1 (Western blot).

48



3.5.2. p-IRE1 Bulgular

Kontrol ve deney grubuna ait kesitlerde p-IRE1 immiinoreaktivitesine bakildiginda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS ve MetS+Insiilin gruplarinda orta ve
yogun siddette boyanmis piramidal néronlar izlenmistir. MetS ve MetS+insiilin
gruplar1 arasinda piramidal noronlarin benzer boyanma Ozellikleri gosterdigi
goriilmiustiir (Sekil 2.5. ve 2.6.). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda kontrol grubu
ile diger gruplar arasindaki immiinoreaktivite artiginin anlamli oldugu goriilmiistiir

(p =0,002) (Cizelge 2.4.).

Sekil 2.5. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde p-IRE1 ekspresyonlari. A) Kontrol grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal noronlarda p-IRE1 ekspresyonuna rastlanmamistir. B) MetS grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal néronlarda orta ve yogun siddette p-IRE1 ekspresyonu izlenmektedir.
C) MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste piramidal noronlarda orta siddette p-IRE1
ekspresyonu izlenmektedir. D) p-IRE1 primer antikorunun negatif isaretlenmesi. Bar: 50 pm.
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Kontrol MetS MetS+ins
p-IRE1 |8 d “ 110 kDa

B-aktin |

M .l

43 kDa

Sekil 2.6. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks 6rneklerinde p-IREL proteininin
miktar1 (Western blot).

3.5.3. PERK Bulgulari

Kontrol ve deney grubuna ait kesitlerde PERK immiinoreaktivitesine
bakildiginda, kontrol grubunda bulunan piramidal néronlarin deney gruplarina oranla
daha yogun isaretlendikleri goriilmiistiir. Kontrol grubunda bulunan piramidal
noronlarda yogun olarak kuvvetli isaretlenme izlenirken deney gruplarinda bulunan
piramidal néronlarda PERK ekspresyonlarinin daha az oldugu izlenmistir (Sekil 2.7.
ve 2.8.). Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda anlamli fark

gozlenmemistir (p = 0,075) (Cizelge 2.3.).
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Sekil 2.7. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde PERK ekspresyonlari. A) Kontrol grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal néronlarda orta ve kuvvetli sekilde PERK ekspresyonu gozlenmektedir.
B) MetS grubuna ait prefrontal kortekste piramidal noéronlarda zayif ve orta siddette PERK
ekspresyonu gozlenmektedir. C) MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste piramidal néronlarda
zaylf ve orta siddette PERK ekspresyonu gozlenmektedir. D) PERK primer antikorunun negatif
isaretlenmesi. Bar: 50 pm.

Kontrol MetS MetS+ins

PERK

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.8. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks 6rneklerinde PERK proteininin
miktar1 (Western blot).
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3.5.4. p-PERK Bulgular

Kontrol ve deney grubuna ait prefrontal korteks 6rneklerinde p-PERK proteini
Western blotlama analizi ile incelenmistir. Elde edilen bant goriintiilerinin istatistksel

olarak incelenmesi sonucunda gruplar arasinda anlamli fark gozlemlenmemistir

(p = 6937) (Sekil 2.9.) (Cizelge 2.4.).

Kontrol MetS MetS+ins

p-PERK 170 kDa

B-aktin

Sekil 2.9. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks orneklerinde p-PERK proteininin
miktar1 (Western blot).

3.5.5. ATF6 Bulgulan

Kontrol ve deney gruplarma ait kesitlerde MetS ve MetS+insiilin gruplari
kontrol grubu ile karsilastirldiginda piramidal néronlarin zayif ve orta siddette
isaretlendikleri ve ATF6 immiinoreaktivitelerinin azaldig goriilmiistiir (Sekil 2.10.
ve 2.11.). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda kontrol grubu ile MetS+Insiilin
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gorilmistir (p = 0,037)

(Cizelge 2.3.).
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Sekil 2.10. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde ATF6 ekspresyonlari. A) Kontrol grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal noronlarda orta ve kuvvetli siddette degisen ATF6 ekspresyonlar
izlenmektedir. B) MetS grubuna ait prefrontal kortekste piramidal néronlarda zayif ve orta siddette
degisen ATF6 ekspresyonlari izlenmektedir. C) MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste
piramidal noronlarda zayif ve orta siddette degisen ATF6 ekspresyonlari izlenmektedir. D) ATF6
primer antikorunun negatif isaretlenmesi. Bar: 50 um.

Kontrol MetS MetS+ins

90 kDa

B-aktin -‘ - 43 kDa

Sekil 2.11. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks orneklerinde ATF6 proteininin
miktar1 (Western blot).
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3.5.6. GRP78 Bulgulari

Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde GRP78 immiinoreaktivitesi, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda MetS ve MetS+insiilin gruplarinda bulunan piramidal
noronlarda GRP78 ekspresyonlarinin arttigi gorilmistiir (Sekil 2.12.-2.13.). Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda kontrol grubu ile MetS grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmamakla birlikte MetS ve MetS+insiilin grubu arasindaki
azalmis immiinoreaktivite istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0,016)
(Cizelge 2.4.).

e |

i
1

Sekil 2.12. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde GRP78 ekspresyonlar1. A) Kontrol grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal noronlarda GRP78 ekspresyonu izlenmemektedir. B) MetS grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal noéronlarda kuvvetli siddetle GRP78 ekspresyonu goriilmektedir. C)
MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste piramidal néronlarda zayif ve orta siddetle GRP78
ekspresyonu goriilmektedir. D) GRP78 primer antikorunun negatif isaretlenmesi. Bar: 50 pm.
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Kontrol MetS MetS+ins

GRP78 78 kDa

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.13. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks 6rneklerinde GRP78 proteininin
miktar1 (Western blot).

3.5.7. EDEM Bulgulari

Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde EDEM immiinoreaktivitesi kontrol
grubunda bulunan piramidal néronlarda zayif siddette izlenirken, MetS ve
MetS+insiilin gruplarinda oldukca kuvvetli siddette goriilmiistiir (2.14.-2.15.). MetS
ile  MetS+insiilin gruplar1 arasindaki immiinoreaktivite karsilastirildiginda,
MetS+Insiilin grubunda EDEM ekspresyonlarinin azalmasi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p = 0,000) (Cizelge 2.3.).
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EDEM Hoechst Birlikte

MetS+Insiilin

Negatif

Sekil 2.14. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde EDEM ekspresyonlari. Kontrol grubu ile
karsilastirldiginda MetS ve MetS+insiilin gruplarinda yogun EDEM ekspresyonu gériilmektedir. Bar:
50 pum.

EDEM 74 kDa

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.15. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks drneklerinde EDEM proteininin
miktar1 (Western blot).
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3.5.8. Pro-Caspase 12 Bulgulari

Kontrol ve deney grubuna ait kesitlerde pro-Caspasel2 immiinoreaktivitesi
incelendiginde, kontrol grubundaki piramidal ndronlarinin deney gruplarina oranla
daha yogun boyandiklar1 goriilmiistiir. Kontrol grubunda bulunan piramidal
noronlarda kuvvetli isaretlenme yogun olarak izlenirken deney gruplarinda bulunan
piramidal ndronlarda pro-Caspasel2 ekspresyonlarinin daha az oldugu izlenmistir
(Sekil 2.16.-2.17.). Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda
anlamli fark gozlenmemistir (p = 0,997) (Cizelge 2.4.).

Sekil 2.16. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde pro-Caspase 12 ekspresyonlari. A) Kontrol
grubuna ait prefrontal kortekste piramidal néronlarda kuvvetli siddette pro-Caspase 12 ekspresyonu
izlenmektedir. B) MetS grubuna ait prefrontal kortekste piramidal noronlarda orta ve kuvvetli siddette
pro-Caspase 12 ekspresyonu izlenmektedir. C) MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste
piramidal noronlarda orta ve kuvvetli siddette pro-Caspase 12 ekspresyonu izlenmektedir. D) pro-
Caspase 12 primer antikorunun negatif isaretlenmesi. Bar: 50 pm.
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Kontrol MetS MetS+ins

pro-Caspasel2

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.17. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks orneklerinde pro-Caspase 12

proteininin miktar1 (Western blot).

3.5.9. GSK30/p Bulgular:

Kontrol ve deney grubuna ait kesitlerde GSK3o/f immiinoreaktivitesine
bakildiginda, tiim gruplar arasinda piramidal noronlarin benzer sekilde zayif ve orta
siddette GSK3a/p ekspresyonu gosterdikleri izlenmistir (Sekil 2.18.-2.19.). Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir

(p = 0,428) (Cizelge 2.4.).
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Sekil 2.18. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde GSK30/p ekspresyonlari. A) Kontrol grubuna
ait prefrontal kortekste piramidal noéronlarda zayif ve orta siddette GSK3o/f ekspresyonu
izlenmektedir. B) MetS grubuna ait prefrontal kortekste piramidal noronlarda zayif ve orta siddette
GSK3w/B ekspresyonu izlenmektedir. C) MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste piramidal
noronlarda zayif ve orta siddette GSK3a/p ekspresyonu izlenmektedir. D) GSK3a/f primer
antikorunun negatif isaretlenmesi. Bar: 50 pm.

Kontrol MetS MetS+ins

GSK3a/B 51/47 kDa

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.19. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks 6rneklerinde GSK3 0o/ proteininin
miktar1 (Western blot).
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3.5.10. Caspase 3 Bulgulan

Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde Caspase 3 immiinoreaktivitesine
bakildiginda, kontrol grubunda bulunan piramidal néronlarda az miktarda oldukg¢a
zayif olarak izlenen immiinoreaktivitenin MetS ve MetS+Insiilin gruplarinda daha
fazla sayida noronda orta ve kuvvetli siddette oldugu ve bulgularin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.20.-2.21.). MetS ile MetS gruplar1 arasindaki
immiinoreaktivite karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

izlenmemistir (p = 0,001) (Cizelge 2.4.).

Sekil 2.20. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde Caspase 3 ekspresyonlari. A) Kontrol grubuna
ait prefrontal kortekste piramidal ndronlarda Caspase3 ekspresyonuna rastlanilmamistir. B) MetS
grubuna ait prefrontal kortekste piramidal noronlarda zayif ve orta siddette Caspase3 ekspresyonu
izlenmektedir. C) MetS+Insiilin grubuna ait prefrontal kortekste piramidal noronlarda zayif ve orta
siddette Caspase3 ekspresyonu izlenmektedir. D) Caspase3 primer antikorunun negatif isaretlenmesi.
Bar: 50 pm.
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Kontrol MetS MetS+ins

Caspase 3 1 17/19 kDa

B-aktin 43 kDa

Sekil 2.21. Kontrol ve deney gruplarindan alinan prefrontal korteks orneklerinde Caspase 3
proteininin miktart (Western blot).

3.5.11. TUNEL Bulgular

Kontrol ve deney grubuna ait kesitlerde TUNEL immiinoreaktivitesine
bakildiginda, kontrol grubunda TUNEL pozitif hiicreler izlenmezken, MetS ve
MetS+Insiilin gruplarindaki piramidal ndronlarin benzer sekilde zayif siddette
TUNEL pozitivitesi gosterdikleri izlenmistir (Sekil 2.22.-2.23.). Yapilan istatistiksel
analiz sonucunda gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p = 0,189) (Cizelge

2.4.).
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EIE T STl e 8 TR N, R SO W R e e,
Sekil 2.22. Kontrol ve deney gruplarina ait kesitlerde TUNEL pozitivitesi. A) Kontrol grubuna ait
prefrontal kortekste piramidal néronlarda TUNEL pozitivitesine rastlanilmamustir. B) MetS grubuna
ait prefrontal kortekste piramidal néronlarda zayif siddette TUNEL pozitivitesi izlenmektedir. C)
MetS+insiilin grubuna ait prefrontal kortekste piramidal néronlarda zayif siddette TUNEL pozitivitesi
izlenmektedir. D) TUNEL’in negatif boyanmasi. Bar: 20 pm.

62



3.6.Istatistiksel Bulgular

Immiinohistakimyasal goriintiilerin analizleri sonucunda elde edilen verilerden
normal dagilim gosteren veriler i¢in Tukey Post-hoc ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir (Cizelge 2.3.). Normal dagilim gostermeyen veriler igin Kruskal
Wallis Testi uygulanmistir (Cizelge 2.4.). p<0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 2.3. Normal dagilim gosteren verilerin istatstiksel olarak karsilastiriimasi.

Kontrol Grubu MetS Grubu MetS+Insilin
Grubu p
(ortalama + standart (ortalama + S
(ortalama + standart Degeri
sapma) standart sapma)
sapma)
IREla 1,5143+0,34 1,0286+0,21 1,3714+0,52 0,075
PERK 1,514340,34 1,0286+0,21 1,3714+0,52 0,075
ATF6 1,4571+0,36 1,1714+0,14 1,0571+0,27 0,037*
EDEM 0,1714+0,14 2,2286+0,51 1,7143+0,32 0,000*
Pro-Caspase12 1,8571+0,81 1,8286+0,78 1,8286+0,69 0,997
* p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.
Cizelge 2.4. Normal dagilim gostermeyen verilerin istatstiksel olarak kargilagtirilmasi.
MetS-+insiilin
Kontrol Grubu MetS Gruby Grubu p
- (medyan (min- . g
(medyan (min-max)) (medyan (min- Degeri
max)) max))
p-IRE1 1,20 (1,20-1,80) 2,40 (1,40-3,00) 2,00 (1,60-2,20) 0,002*
p-PERK 0,95 (0,78-1,24) 1,29 (0,86-1,35) 1,34 (0,78-1,39) 0,694
GRP78 0,20 (0,00-1,20) 1,00 (0,20-1,80) 0,20 (0,00-1,40) 0,016*
GSK3a/p 1,60 (0,80-1,80) 2,00 (1,40-2,00) 1,60 (1,00-2,00) 0,428
Caspase3 0,00 (0,00-0,20) 0,40 (0,20-1,40) 0,40 (0,20-0,60) 0,001*
TUNEL 0,25 (0,00-1,00) 0,25 (0,00-1,25) 0,00 (0,00-0,25) 0,189

* p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmektedir.
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4. TARTISMA

MetS, ortak genetik ve g¢evresel ortamlarda gelisen, obezite, hiperinsiilinemi,
hiperlipidemi ve hipertansiyon ile karakterize olan, tip 2 diyabet i¢in ciddi risk
faktorii olusturan bir patolojidir (Hanson ve ark., 2002). MetS olusumunda bilinen en
genel etki viicuda alinan enerjinin harcanan enerjiden oranca fazla olmasidir. Bu
bilgi 15181nda fiziksel aktivite eksikligi ile dengesiz ve asir1 beslenme birlikte insiilin
direncine yol agarak MetS olusumuna zemin hazirlamaktadir (Meigs ve ark., 2002).
Hareketsiz yasam tarzi ve beslenme aligkanliklariin degismesiyle birlikte tiim
diinyada MetS’ten etkilenen insan sayis1 hizli bir seklide artis gdstermektedir. MetS
prevalansi yas ile birlikte artmaktadir. 20-29 yas grubunda %6,7, 60-69 yas grubunda
ise %43,5 olarak goriilmektedir (Arslan ve ark., 2009). Tirkiye’de 2013 yilinda
yapilan TEKHAREF calismasina gore 40 yas ve lizerinde MetS prevalanst % 53’tiir
(Onat ve ark., 2013).

Literatiirde genetik, farmokolojik ve 6zel diyetlerle olusturulan ¢ok sayida
MetS deney modeli bulunmaktadir (Wong ve ark., 2016). Ancak, klinikte rastlanan
MetS etiyolojisine en yakin deneysel MetS hayvan modeli, yiiksek karbonhidratli
diyetle beslenme sonucunda olusmaktadir (Panchal ve ark., 2011). Bu nedenle
MetS’li sigan kortikal ndronlarinda ER stres belirteglerini aragtirmay: planladigimiz
bu calismamizda, 20 hafta boyunca %32 oraninda siikroz iceren ¢esme suyu ile
beslenen sicanlarda MetS deney modelinin olusumunu dogrulamayr amagladik. %32
oraninda siikroz igeren ¢esme suyu ile beslenen siganlarin viicut agirhigi, aglik kan
glukozu, arteriyal kan basinci, serum insiilin seviyelerinin Ol¢lilmesi sonucunda
deney hayvanlarinda bu degerlerin, normal ¢esme suyu ile beslenen deney
hayvanlarina oranla artmasiyla birlikte MetS deney modelinin olusumunu

dogruladik.

MetS olusumunda hem insiilin direnci hem de abdominal obezite Onemli
faktorler olarak diisiiniilmektedir. Insiilin direnci, dolasimda insiilin bulunmasina

ragmen biyolojik etkilerini gdsterememesi olarak tanimlanmaktadir. Insiilin
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direncinin temelinde 6zellikle dokularin insiilin aracili glukoz kullanimin azalmasi ve
karacigerde glukoz sentezinin artmasiyla birlikte ortaya ¢ikan metabolik bozukluk rol

oynamaktadir.

Klinikte ¢esitli durumlarda kan sekerini normale getirmek, olasi
komplikasyonlar1 dnlemek ve dnlenemeyecek diizeyde komplikasyonlar olusmugsa
ilerlemeyi durdurmak i¢in hastalara egzojen insiilin verilebilmektedir. Tip 1 diyabeti
olan kisilerin egzojen insiiline, Tip 2 diyabetli kisilerden daha duyarli oldugu
bilinmektedir (Ulu ve Yiiksel, 2015). Bu bilgilere dayanarak MetS+insiilin
grubumuzdaki MetS gelismis siganlara, 15 giin siireyle 3 IU/gilin dozunda subkutan
olarak egzojen insiilin uygulamasi gerceklestirdik. Siganlara uyguladigimiz egzojen
insiilinin MetS deney modeli tizerindeki etkilerini gérmek i¢in viicut agirligi, aglik
kan glukozu, arteriyal kan basinci, serum insiilin seviyelerinin Ol¢limlerini
gerceklestirdik. Elde ettigimiz degerler sonucunda egzojen insiilinin MetS deney
modelinde aglik kan glukozu, serum insiilin seviyeleri ve HOMA-IR degerleri

tizerinde azaltic1 etkisi oldugunu gordiik.

Hiperglisemi ve bozulmus glukoz toleransi, insulin direnci ve stres
aktivasyonunun olugmasinda rol oynayan en onemli faktorlerdir. Bununla birlikte
strese yonelik cevap olusumunda endoplazmik retikulum onemli rol oynamaktadir.
Hiicrelerde protein sentezi ve katlanmasi ER’de meydana gelir. ER’nin en 6nemli
gorevlerinden biri proteinlerin dogru katlanip katlanamadigiin kontrolii ve yanlis
katlanmig proteinlerin  diizeltilmesi veya diizeltilemiyorsa yikilarak ortadan
kaldirilmasidir. Cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda ER fonksiyon kapasitesi
asilmaktadir ve sonugta ER liimeninde katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis
proteinler birikerek ER stresi ortaya ¢ikmaktadir (Schroder ve Kaufman, 2005). ER
stresinin olusmast ile hiicrede homeostazin yeniden saglanmasi ve stresten en az
hasarla kurtulabilmesi icin katlanmamis protein yaniti (KPY) aktif hale gelir.
KPY’nin asil fonksiyonu hiicrenin sagkalimini saglamaktir. Sagkalimi saglamak i¢in,
ER liimeninde biriken katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin dogru bir
sekilde katlanmasini saglamak {izere ER kapasitesini ve protein katlanmasinda rol

oynayan saperonlarin sentezini arttirir. Yanlis katlanan proteinlerin diizeltilememesi
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sonucunda bu proteinler, ER yiikiinii azaltmak i¢in, yikilmak iizere iibikiitin-
proteazom sistemine gonderilir. Bu kosullara ragmen adaptasyonunu saglayamayan
hiicreler apopitoza gonderilerek c¢evredeki diger hiicrelere zarar vermesi Onlenir
(Sano ve Reed, 2013). KPY, ER membraninda bulunan stres sensorleri ve gen
ekspresyonlarint yeniden diizenleyen ya da pro-apopitotik yolagi indiikleyen
transkripsiyon faktorlerinden olusmaktadir (Hetz ve Saxena, 2017). KPY’nin
baslatilmasinda, ER membraninda bulunan 3 temel tip-1 transmembran proteini rol
oynamaktadir: IREla, PERK ve ATF6.

Giincel ¢aligmalardan elde edilen bulgularda MetS’de ER stresinin aktif hale
geldigi gosterilmistir. Hipotalamusta meydana gelen ER stresi, leptin/insiilin
sinyalinde direng ve inflamasyona yol agmaktadir. Yag dokusunda olusan ER stresi
adipokininlerin sentezine neden olan inflamasyonu kolaylastirirken, hepatik ER stresi
insiilin direncinin olusumu ve gelisimine neden olmaktadir. ER stresi otofajiyi
aktiflestirirken, otofaji de ER stresinin artmasina yol agabilmektedir. ER stresi ve
iliskili oldugu bu hiicresel durumlar, insiilin sinyalizasyonunu tehlikeye atarak MetS

olusumu ve gelisimine katkida bulunmaktadir.

Bununla birlikte diyabet ve ndérodejeneratif hastaliklar, KPY nin ortaya ¢iktigi
patolojik durumlardir. Tip 1 ve Tip 2 diyabette ER stresi, insiilin sinyal
mekanizmasinin bozulmasina yol agmaktadir. Ozellikle pankreastaki B-hiicrelerinde
proinsiilin sentezi sirasinda PERK-elF2a sinyal yolagimin ER’de sentezle iliskili

mekanizmalar iizerinde etkili oldugu goriilmistir (Kadowaki ve Nishitoh, 2013).

Prefrontal korteks, frontal lobun iist kismini kaplayan serebral korteks
bolgesidir. Dikkatin siirdiiriilmesi, yazilan sozciiklerin taninmasi, ¢alisan bellek,
konusma kabiliyeti, planlama ve kontrol etme gibi birgok biligsel fonksiyonda
prefrontal kortekste bulunan bdlgeler rol oynamaktadir (Teffer ve Semendeferi,
2012).
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Bu tez c¢alismasindaki asil amacimiz prefrontal kortekste bulunan kortikal
noronlarda ER stresi ile MetS arasindaki etkilesimin ve egzojen insiilinin bu
etkilesim {izerindeki etkilerinin ortaya konulmasidir. ER stres belirtecleri ile
gerceklestirdigimiz immiinohistokimya ve Western blotlama deneyleri sonucunda
gruplar arasinda ATF6, EDEM, pIREla, GRP78 ve apopitozla iligkili olarak da

Caspase 3 aktivasyonunda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir.

GRP78, normal kosullarda IRE1a, PERK ve ATF6 proteinlerinin ER liimenine
bakan yiizleri ile fiziksel etkilesim halindedir ve inaktiftir. ER stresi gelistiginde,
stres diizenleyici yolaklari aktiflestirmek iizere IREla, PERK ve ATF6 ile fiziksel
etkilesimi ortadan kalkar ve ER liimeninde katlanmamis proteinlere baglanir (Zhu ve
Lee, 2015). GRP78 aktivitesindeki artis ER stresinin en belirgin gostergesidir.
Calismamizda MetS ve MetS+insiilin gruplarindaki GRP78 ekspresyonlarmin
kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu goriilmiis fakat bu oran istatistiksel
olarak anlamli gdriilmemistir. Insiilin uygulanan grupta, MetS grubuna oranla,
GRP78 ekspresyonlarnda azalma goriilmiis ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu veriler egzojen insiilinin ER stres olusumunun azaltilmasinda rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

ATF6, ER limeninde katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin
ERAD yolag: ile yikilmasinda rol oynayan genler ve protein katlanmasinda rol
oynayan saperonlarin ekspresyonlarini indiiklemektedir (Walter ve Ron, 2011).
Calismamizda MetS ve MetS+insiilin grubunda bulunan piramidal néronlarda ATF6
ekspresyonunun azaldig: gériilmiistiir. Ozellikle kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MetS+insiilin  grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
MetS-+insiilin grubudaki azalmanin, ATF6 ile XBP1’in beraber diizenledikleri genler
ve ERAD gibi siirecler iizerinde etkili genlerin diizenlenmesi konusunda cesitli

sonuglara yol acacagi diisiiniilmektedir (Credle ve ark., 2015).

EDEM, ER liimeninde artmis olan katlanmamis ve/veya hatali katlanmig

proteinleri taniyarak ER liimeninden retrotranslokasyon ile sitozole g¢ikarilmasinda
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ve ERAD yolag: ile ortadan kaldirilmasinda rol oynamaktadir. Calismamizda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS ve MetS+insiilin gruplarinda EDEM
ekspresyonlarindaki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. MetS ve
MetS+insiilin grubunda EDEM ekspresyonlarinda meydana gelen artis, bu gruplarda
olas1 hiicre i¢i protein birikimini 6nlemek tizere ERAD yolagmin aktiflestigini

distindiirmektedir.

p-IREla, ER membraninda bulunan IRElo’nin ER stresi sonucunda
aktivasyonu ile dimerlesme ve otofosforilasyon gostermesiyle olusur ve
sitoplazmada bulunan endoriboniikleaz bolgesi ile XBP1 transkripsiyon faktoriiniin
eksprese olmasini saglar (Walter ve Ron, 2011). Aktif hale gelen XBP1, protein
katlama ve kontrol mekanizmalarin1 ve ERAD sistemini aktiflestiren ¢esitli genlerin
ekspresyonlarini indiikleyerek sagkalimi saglar. Calismamizda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MetS ve MetS+insiilin gruplarinda p-IRElo ekspresyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli artmis ekspresyon gozlemlenmistir. MetS ve
MetS+insiilin gruplarindaki p-IRE1a artisinmn, bu gruplarda kronik ER stresine karsi

secici hassasiyet saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Lee ve ark., 2012).

Caspase 3, kaspaz aktivasyon kaskadinda apopitozun birincil uygulayicisidir.
ER stresi varliginda, ER membraninda bulunan Caspase-12 tarafindan parcalanir ve
hiicrenin apopitozunu indiikler (Liu ve ark., 2013). Caspase 3 hiicrede apopitozun
erken asamasini, TUNEL ise apopitozun son asamasinda DNA kiriklarim
gostermektedir. Caligmamizda kontrol grubu ve deney gruplar1 arasinda pro-
Caspasel2 ekspresyonlar1 agisindan anlamli bir fark ortaya c¢ikmamistir. Fakat
Caspase 3 ile yapilan incelemelerde MetS ve MetS+Insiilin gruplarinda Caspase 3
aktivasyonun arttig1 goriilmiistiir. TUNEL isaretlemeleri agisindan ise gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. Elde edilen sonuglar, MetS
ve MetS+insiilin gruplarinda ER stresinden bagimsiz olarak Caspase 3’iin aktif hale
geldigini fakat ndronal apopitozun gruplar arasinda anlamli seviyelerde olmadigin

diistindiirmektedir.
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Calismamizdan elde ettigimiz bilgiler 1s18inda, insiilin direnci ile gelisen
MetS’de ER stres yolaklarindan IREla, PERK ve ATF6 ve ERAD yolagiyla iliskili
olarak EDEM farkli seviyelerde etkilenmektedir ve egzojen insiilinin ER stresinin
azaltilmasi iizerine anlamli etkisinin olmadig1 gorilmiistiir. Gelecekte prefrontal
kortekste yer alan ndronlarda ER stresiyle iliskili olarak daha ayrintili ¢aligmalarin
yapilmasi ve bu c¢alismalarin davranig testleriyle desteklenmesi, ER stresinin
prefrontal korteks fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini ortaya koymak agisindan yararh

olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Prefrontal kortekste bulunan kortikal néronlarda ER stresi ve MetS arasindaki
etkilesimin ve ekzojen insiilin uygulamasmin bu etkilesim iizerindeki etkilerinin
ortaya konulmasini amacgladigimiz ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglar su

sekildedir;

e 20 hafta boyunca %32 oraninda siikroz igeren ¢esme suyu ile beslenen
siganlarda MetS deney modelinin olusumu insiilin direnci, glukoz intoleransi,
hipertansiyon ve hiperglisemi olusumunun tespit edilmesiyle dogrulandi.

e MetS+insiilin grubunda bulunan deney hayvanlarma 15 giin boyunca 3
IU/giin dozunda subkutan olarak insiilin uygulandi ve bu deney
hayvanlarinda insiilin direnci, glukoz intoleransi, hipertansiyon ve
hiperglisemi degerlerinin azalmasi sonucunda insiilin uygulamasinin MetS’in
biyokimyasal siire¢lerinde diizelmelere yol actig1 goriildii.

e Calismamizda MetS ve MetS+insiilin grubunda bulunan piramidal
noronlarda ATF6 ekspresyonunun azaldigi; &zellikle kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MetS+insiilin grubundaki azalmanm istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulundu.

e Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS ve MetS+Insiilin
gruplar1 arasindaki GRP78 ekspresyonlarindaki artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. MetS grubu ile karsilastirildiginda MetS+Insiilin
grubunda GRP78 ekspresyonlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli
gorildii.

e Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS ve MetS+Insiilin gruplarinda
EDEM ekspresyonlarindaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu.

e Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS ve MetS+insiilin gruplarinda

pIREla ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii.
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e (alismamizda kontrol grubu ve deney gruplari arasinda Caspase 3 ile yapilan
incelemelerde MetS ve MetS+Insiilin gruplarinda Caspase 3 aktivasyonun

arttig1 izlendi.

ER stresinin, insiilin sinyal yolaginin diizenlenmesinde fizyolojik ve
fizyopatolojik rol oynadigi ve bu diizenlenmeyle birlikte MetS olusumunda etkili
olabilecegi disiiniilmektedir. Bu c¢alisma prefrontal kortekste bulunan kortikal
noronlarda ER stresi ve MetS iizerine gercgeklestirilen ilk ¢alismadir. Bu yoniiyle
calismamizdan elde edilen bulgular, ER stresi ve MetS arasindaki iligkinin ortaya
koyulmasi agisindan Oncii bir calisma niteligi tasimaktadir. Bu iligkinin ortaya
konmasinda, gelecekte beynin farkli bolgelerinde yapilacak calismalarin faydal

olacagi sonucuna vardik.
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OZET

Metabolik sendromlu si¢an Kkortikal noronlarinda endoplazmik retikulum stresiyle ilgili

faktorlerin arastirilmasi

Metabolik sendrom (MetS), insiilin direnci temelinde ortaya ¢ikan ve klinik tablosunda glukoz
intolerans1 veya tip 2 diyabet, abdominal obezite, hipertansiyon, hiperlipidemi ile karakterize;
proinflamatuvar ve protrombotik 6geleri bulunduran ve prematiire aterosklerozun yer aldigi artmis
kardiyovaskiiler hastalik riski olusturan bir patolojidir. MetS’inen Onemli parametrelerinden
birisi insulin direncidir. Endoplazmik retikulumun (ER) normal fonksiyonunun bozulmasi sonucu ER
stresi ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar insiilin sinyal yolaginin diizenlenmesinde
ER stresinin 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. ER stresinin metabolik hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli patolojik kosullari tetikledigi
bilinmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, MetS modeli olusturulmus siganlarin kortikal néronlarinda
ER stresinin varligii ve egzojen insiilinin ER stresi iizerine etkilerini gdstermek iizere ER stresiyle
iligkili belirteglerin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda 3 grup iginde toplam 30 adet 2 aylik Wistar albino erkek sigan kullanilmistir. Kontrol
grubunda yer alan siganlar (n=10) standart sican yemi ve ¢gesme suyu ile beslenirken, MetS (n=10) ve
MetS+insiilin (n=10) gruplar1 standart sican yemine ek olarak %32 siikroz iceren ¢esme suyu ile 20
hafta boyunca beslenmistir. 20 haftalik siire sonucunda MetS ve MetS+insiilin gruplarinda MetS
deney modelinin olugumu bozulmus glukoz toleransi, insiilin direnci, arteriyel kan basincinda artis ve
serum insiilin seviyesinde artis sonucunda dogrulanmistir. MetS deney modelinin olusumu
dogrulandiktan sonra MetS+Insiilin grubundaki deney hayvanlarma 15 giin boyunca 3 IU/giin
dozunda subkutan insiilin uygulanmistir. Bu siirenin sonunda deney hayvanlar1 sakrifiye edilerek
beyinleri ¢ikarilmistir. Cikarilan beyinlerde sol hemisfere ait prefrontal korteks bolgesi Western
blotlama deneylerinde kullanilirken sag hemisfere ait prefrontal korteks bdlgesi 1s1tk mikroskobik
incelemeler i¢in kullanilmigtir. Deney hayvanlarindan elde edilen beyin dokularinda ER stres
belirteglerinden IRE1la, p-IRE1, PERK, p-PERK, ATF6, GRP78, GSK3a0/B ve pro-Caspase 12 ile
apopitoz belirteclerinden Caspase 3 ve TUNEL icin incelemeler gergeklestirilmistir. Incelemeler
sonucunda elde edilen veriler IBM SPSS 22 programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Hematoksilin-Eozin ve Krezil Viyole boyamalar1 ile gergeklestirilen genel doku incelemelerinde
gruplar arasinda belirgin farklihklar goriilmemistir. immiinohistokimyasal isaretlemeler ve Western
blotlama deneylerinden elde edilen bulgularda kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS ve
MetS+insiilin gruplarinda ATF6 ekspresyonundaki azalma ile EDEM, p-IRE1, GRP78 ve Caspase 3
protein ekspresyonlarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu ¢aligmanin sonuglari,
kortikal néronlarda ER stresi ve MetS arasindaki iliskinin ortaya konulmasi agisindan énemli bilgiler
sunmaktadir.

Anahtar sozciikler: apopitoz, ER stresi, insiilin direnci, kortikal néron, metabolik sendrom
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SUMMARY

Investigation of endoplasmic reticulum stress markers at cortical neurons of rats with metabolic
syndrome

Metabolic syndrome (MetS) emerges with the basis of insulin resistance and characterized by glucose
intolerance or type 2 diabetes, abdominal obesity, hypertension, hyperlipidemia at the clinical profile;
it contains proinflammatory and prothrombotic items and it’s defined as a pathology that increased
risk of cardiovascular disease involving premature atherosclerosis. One of the most important
parameters of MetS is the insulin resistance. Disturbance of the normal function of the endoplasmic
reticulum (ER) causes ER stress. Recent studies show that ER stress plays an important role in the
regulation of the insulin signaling pathway. It is known that ER stress triggers various pathological
conditions such as metabolic diseases, neurodegenerative diseases and cardiovascular diseases.
Therefore, we aimed to investigate the presence of ER stress in cortical neurons of the MetS modeled
rats and the effects of exogenous insulin on ER stress with the markers related to ER stress.

In this study 2 month old and a total number of 30 Wistar albino male rats in 3 groups were used.
While rats in the control group (n = 10) were fed with standard rat diet and tap water, the groups of
MetS (n = 10) and MetS + Insulin (n = 10) were fed with standard tap water containing 32% sucrose
in addition to the standard rat diet for 20 weeks. At the end of the 20 weeks period, the formation of
the MetS experimental model in the MetS and MetS + Insulin groups was confirmed with the results
of impaired glucose tolerance, insulin resistance, increased arterial blood pressure and serum insulin
levels. Once the formation of the MetS test model was confirmed, subcutaneous insulin was
administered to the MetS + Insulin group animals at a dose of 3 1U /day for 15 days. At the end of this
period, the animals were sacrificed and their brains removed. The brains’ prefrontal cortex region of
the left hemisphere was used in Western blotting experiments whereas the prefrontal cortex region of
the right hemisphere was used for light microscopic investigations. The ER stress markers IREla, p-
IRE1, PERK, p-PERK, ATF6, GRP78, GSK3a / B; and pro-Caspase 12 and apoptosis markers
Caspase 3 and TUNEL assays applied on the brains obtained from the experimental animals. The
datas obtained with the results of the analyzes were statistically evaluated using the IBM SPSS 22
program.

There were no significant differences between the groups with the hematoxylin-eosin and Cresyl’s
violet staining. When compared with the control group, the increase in EDEM, p-IRE1, GRP78 and
Caspase 3 protein expressions and the decrease in ATF6 expression in the MetS and MetS + insulin
groups was found to be statistically significant with the results obtained from immunohistochemical
markers and Western blotting experiments. The results of this study provide important information
about the relationship between ER stress in cortical neurons and MetS.

Keywords: apopitosis, cortical neuron, ER stress, insiilin resistance, metabolic syndrome
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2016), 15-19 Ekim 2016, izmir. Séz1ii Sunum.
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Microanatomic examination of histological sections taken from silicone
plastinates. Geneci F, Ocak M, Uzuner MN, Bayram P, Kizil S, Billur D,
Sargon MF. 17. Ulusal Anatomi Kongresi, 5-9 Eyliil 2016, Eskisehir. Sozlii
Sunum.

Hiperkolesterolomik diyet etkisinde tavsan aort duvarinda histopatolojik ve
ultrastriiktiirel degisikliklerin gdsterilmesi. Ozkan Ozer, Deniz Billur, Sule
Kizil, Pmar Bayram, Masoud Afshani, Nurten Tiirkdzkan, H. Serdar Oztiirk.
6th International Scientific Conference of Iranian Academicians in Turkey,
26 May1s 2016, Ankara. Poster Sunumu.

An overview to trauma from subfornical organ window. Deniz Billur,
Nurullah Edebali, Pinar Bayram, Sule Kizil, Hilal Goktiirk, Belgin Can,
Bektas Acikgoz. 14. Ulusal Sinirbilim Kongresi, 26-29 Mayis 2016, Ankara.
Poster Sunumu.

Plantago major'un hiperkolesterolemik diyetle ateroskleroz olusturulan
tavsanlarda ateroskleroz ve aterosklerotik risk faktorleri iizerine etkileri.
Ozkan Ozer, Deniz Billur, Sule Kizil, Pinar Bayram, Masoud Afshani, Nurten
Tiirkozkan, Hasan Serdar Oztiirk. XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30
Nisan - 3 Mayis 2016, Izmir. Poster Sunumu.

Kikirdak hasarlarinda geometrik seklin iyilesmeye etkisinin histolojik olarak
incelenmesi. Savas Serel, Sule Kizil, Hilal Goktiirk, Cem Cerkez, Servet
Elgin Alpat, Polat Yigit, Belgin Can. XIII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi,
30 Nisan - 3 Mayis 2016, Izmir. Poster Sunumu.

Kan sinir bariyeri: Sigan siyatik sinirinde histolojik yontemlerle gosterilmesi.
Deniz Billur, Pinar Bayram, Sule Kizil, Sevim Aydin, Belgin Can. 13. Ulusal
Sinirbilim Kongresi, 30 Nisan-03 Mayis 2015, Konya. Poster Sunumu.
Tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda endometriyal reseptivitede adezyon ve
anti-adezyon molekiiller ile transkripsiyon molekiillerinin arastirilmasi. Sule
Kizil, Deniz Billur, Berfu Demir, Belgin Can, Burcu Saglam Ada, Berna
Dilbaz, Sevim Aydin. XII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 27-30 Mayis
2014, Ankara. S6zIli Sunum.

Kan testis bariyerinin bozulmasi spermatogenezi etkiler mi? Sevim Aydin,

Deniz Billur, Sinan Ozkavuk¢u, Ferda Topal Celikkan, Sule Kizil, Kaan
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Aydos, Esra Erdemli. XII. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 27-30 Mayis
2014, Ankara. Poster Sunumu.

e Pre-diyabet olusturulmus sicanlarda kardiyomiyositlerin 151k mikroskobunda
degerlendirilmesi. Goktiirk H, Kizil S, Okatan EN, Can B, Turan B. XIL
Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 27-30 Mayis 2014, Ankara. Poster
Sunumu.

e Siganlarda periferik sinir travmast sonrast  perindral  hiicrelerin
immiinohistokimyasal ve ultrastriiktiirel olarak incelenmesi. Deniz Billur,
Pmnar Bayram, Sule Kizil, Sevim Aydin, Belgin Can. XIl. Histoloji ve
Embriyoloji Kongresi, 27-30 Mayis 2014, Ankara. Poster Sunumu.

e TESE materyalinde ince-yap1 6zellikleri, sperm varligi ile apoptozis iliskisi.
D. Billur, $ Kizil, S. Ozkavukgeu, F. Topal Celikkan, E. Erdemli, K. Aydos, S.
Aydn. 21. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, 28-31 Mayis 2013, Mersin.
Poster Sunumu.

e Yiiksek karbonhidrat diyeti etkisinin sican kalbi ince-yap1 bulgularn ile
gosterilmesi. Goktirk H, Kizil S, Okatan EN, Can B, Turan B. 21. Ulusal
Elektron Mikroskopi Kongresi, 28-31 Mayis 2013, Mersin. Poster Sunumu.

e Travmatik spinalkord hasar1 sonrasi etanercept uygulamasmin beyaz madde
akson yapisina etkisi. O.Evirgen, D.Billur, N.Hayirli, E.R. Yilmaz, A.E.
Hastiirk, Z.Giilhan, S.Kizil, D.Gokmen Oztuna. 21. Ulusal Elektron
Mikroskopi Kongresi, 28-31 Mayis 2013, Mersin. Poster Sunumu.

Diger yaymnlar

e “Spermatozoonun Ovosite Nasil Tutundugu Bulundu!” Ozgiir Cinar, Sule

Kizil. Kok Hiicre Biilteni, Say1 1 (Haziran-Temmuz 2014)

e “Tibbi Histoloji-Embriyoloji Uygulama Kilavuzu” Akademisyen Tip
Kitapevi Ankara, 2014. Edit6r: Prof. Dr. Canan Akbay
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VI - Bilimsel Etkinlikler

Aldig1 burslar

TUBITAK 1001 Proje Bursu (Fertii ve Infertii Hastalarin
Spermatozoonlarinda Fosfolipaz-C-Zeta Igeriginin Karsilastirmali Olarak

Degerlendirilmesi (Proje No: 2135019, 2013-2016)

Odiiller

Best Poster award in First Prize. Histopathological evaluation of
desferrioxamine effect on fat graft viability. Bahadir Celik, Deniz Billur,
Pinar Bayram, Hilal Nakkas, Sule Kizil, Belgin Can, Kutlu Sevin. 15"
International Congress of Histochemistry and Cytochemistry (ICHC 2017),
May, 18-21, 2017, Antalya, Turkey.

Projeler

Metabolik Sendromlu Sican Kortikal Noéronlarinda Endoplazmik Retikulum
Stresiyle Ilgili Faktorlerin Arastirilmasi, AU BAP (Proje No: 1610230006,
2016- ), Aragtirmaci

Metabolik Sendromlu Sicanlarda Hipokampusun Norogenezine Etkili
Faktorlerin Incelenmesi, AU BAP (Proje No: 16L0230007, 2016- ),
Aragtirmaci

Lokal Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamasinin Yamk Tedavisindeki
Etkinliginin Arastirilmasi, TUBITAK (Proje No: 214S423, 2015-2016),
Arastirmaci

Fertili ve Infertii Hastalarm Spermatozoonlarinda Fosfolipaz-C-Zeta
Iceriginin Karsilastirmali Olarak Degerlendirilmesi (Proje No: 2135019,
2013-2016), Bursiyer
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Tekrarlayan Gebelik Kayb1 Olgularinda Endometriyal Reseptivitede Adezyon
ve Anti-Adezyon Molekiiller ile Transkripsiyon Molekiillerinin Arastirilmasi,
AU BAP (Proje No: 13L.3330011, 2013-2014), Arastirmact
TESE Materyalinde Kan Testis Bariyeri Biitiinliigiiniin Infertiliteye Etkisi,
AU BAP (Proje No: 12B3330030, 2012-2014), Arastirmaci

VIl — Diger Bilgiler:

Katilinan Kongre, Sempozyum, Cahlistay ve Kurslar:

Kongre ve Sempozyum:

23. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, 19-21 Mayis 2017, Antalya,
Tiirkiye

15™ International Congress of Histochemistry and Cytochemistry (ICHC
2017), May, 18-21, 2017, Antalya, Turkey.

14. Ulusal Sinirbilim Kongresi, 26-29 Mayis 2016, Ankara

XII1. Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30 Nisan - 3 May1s 2016, Izmir
THED Lisansiistii Egitim Calistay1, 2-3 Ekim 2015, Ankara

13. Ulusal Sinirbilim Kongresi, 30 Nisan-03 May1s 2015, Konya

6. Ulusal Lenfoma-Myeloma Kongresi, 09-12 Nisan 2015, Antalya

XI1. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 27-30 Mayis 2014, Ankara

5. Ulusal Lenfoma-Myeloma Kongresi, 24-27 Nisan 2014, Antalya
Multidisipliner Arastirma Egitimi Giinleri, 8-9 Mart 2014, Ankara

21. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, 28-31 Mayis 2013, Mersin
GABIMAK- Gélbasi, 24 Kasim 2012, Ankara

XI. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 16-19 Mayis 2012, Denizli

20. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, 25-28 Ekim 2011, Antalya

1st International Conference/Workshop on Stem Cell Researchand
Applications, 7-9 Ekim 2011, Kayseri

TURKKOK I. K6k Hiicre Ogrenci Sempozyumu, 23 Eyliil 2011, Ankara

4. Molekiiler Biyoteknoloji Bahar Okulu, 2009, Ankara
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Kurslar:

e Beyin Dokusunda Seffaflagtirma (Clarity) i¢cin Kompakt Organ Elektroforez
Sistemi Kullanim1 ve Immiinohistokimyasal Boyama Kursu, 01-03 Subat
2017, Denizli

e Sican Beyninde Stereotaksik Girisim Ve Tanimlayici Diseksiyon Kursu, 26
Mayis 2016, Ankara

e Labolstatistik: Temel Laboratuvar Bilimleri I¢in Biyolstatistik Kursu, 23-24
Mayis 2015, Ankara

e TUBA, Giincel lyi Uretim Uygulamalarinda (cGMP) Hiicresel Tedavi
Uriinleri Kalite Standartlar1 Kursu, 10 Nisan 2015, Antalya

e Hiicre Oliimiine Biyoinformatik Yaklasim Kursu, 12-13 Subat 2015, izmir

e Hacettepe Yazim Calistayi, 1-2 EKim 2014, Ankara

e Saglik Bilimlerinde Bilimsel Proje Hazirlama Egitimi Kursu: THED-Ankara-
2014

e Pipet Secimi ve Pipetleme Kursu, 28 Mayis 2014, Ankara

e Histoloji ve Embriyoloji Alaninda Yapilan Arastirmalarda Biyoistatistiksel
Coziimlemeler, 26 May1s 2014, Ankara

e Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikas1 Egitim Programi, 31 Mart-9 Nisan
2014, Ankara

e TUBA-1. Kok Hiicre Uretiminde Yeni Teknikler Kursu, 25-26 Nisan 2014,
Antalya

e Mikroskopi, Goriintiileme ve Stereoloji Kursu, 14-15 Ocak 2012, Ankara

e Il. TUBA K&k Hiicre Kursu ve VI. Kok Hiicre Sempozyumu, 25-26 Haziran
2011, Ankara
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