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OZET

Hiicre organellerinden biri olan endoplazmik retikulumun (ER) baslica
gorevi; yeni olusan sekretuvar ve membran proteinlerin olgunlagsmasini ve tersiyer
yapilarda dogru katlanmalarin1 saglamaktir. N-bagimli glikozilasyon inhibisyonu,
kalsiyum dengesinin bozulmasi, hipoksi, oksidatif stres, glukoz yoksunlugu, viral
enfeksiyonlar ve ortamin sicakligi gibi g¢evresel kosullar, yanlis katlanmis ya da
katlanmamis proteinlerin ER liimeninde birikmesine yol agarak ER stresi (ERS) adi
verilen olayr meydana getirir. ERS’ye cevap olarak hiicrede dengeyi Yyeniden
saglamak i¢in katlanmamis protein cevabi (Unfolded Protein Response, UPR) adi
verilen sinyal yolagi aktif hale gelir. UPR veya ERS cevabmin gesitli fizyolojik
durumlara karsi etkili bir adaptasyon mekanizmast oldugu bilinmekle birlikte
diabetes mellitus gibi hastaliklarin fizyopatolojisi ile iliskisi oldugu bildirilmistir.

Diyabetle indiiklenmis hiperglisemi ya da glukoz emilimindeki yetersizligin
fare granuloza hiicrelerinin apoptozuna yol agtigi ve oositlerde;  mayozun
ilerlemesini  azalttigi, diisik oosit kalitesine neden oldugu bilinmektedir.
Hiperglisemik kosullarin fare ovaryumlarinda yarattig1 olumsuz sonuglarin nedenleri
arasinda, bozulan protein sentez mekanizmasi, ERS’nin ve buna cevap olarak ortaya
c¢ikan hiicre kaderini belirleyen UPR mekanizmasinin rolleri olabilir.

Calismamizda, 24 giinliik toplam 31 adet BalbC 1rk1 disi fare kullanilarak {ii¢
grup olusturuldu: 1) kontrol grubu (herhangi bir uygulama yapilmayan grup) (n=10),
2) ¢6zgen grubu (intra peritonel (i.p) 100 pl sodyum sitrat enjekte edilen grup) (n=6),
3) diyabet grubu (n=15) (tek doz 90 mg/kg streptozotosinin (STZ) i.p. olarak enjekte
edilen grup). Diyabet modelinin takibi i¢in, STZ enjeksiyonu takiben 2. , 7. ve 14.
giinlerde kan sekerleri olgiildii. Kan sekeri degeri 300 mg/dl’nin iizerinde ¢ikan
disiler diyabetik kabul edildi. 14 giinliik takip siiresinin sonunda disiler sakrifiye
edilerek ovaryum orneklerinde ERS proteinlerinin (GRP78, DDIT3, KASPAZ 12 ve
p-PERK) lokalizasyonlar1 ve ekspresyon seviyelerini gostermek amaciyla
immiinohistokimya ve western blot yontemleri uygulandi. qRT-PCR yontemi ile
ERS belirtegleri olan Grp78 ve Ddit3 genlerine ait mMRNA ekspresyon seviyeleri
incelendi.

Diyabet grubuna ait ovaryum orneklerinde p-PERK ve DDIT3 proteinlerinin
immiin boyanmalar1 kontrol ve ¢dzgen gruplarina kiyasla anlamli olarak arttig
gozlendi. Her iki proteininde immiin boyanmalar1 Ozellikle atretik folikiillerde,
apoptotik graniiloza hiicrelerinde ve dejenere ovositlerde gortildii. Ovaryumlarda p-
PERK, GRP78 ve Kaspaz 12 protein miktar1 agisindan gruplar arasinda anlamli
farklilik olmadigi belirlendi. Grp78 mRNA diizeyi gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gostermemistir. Ddit3 tin mMRNA miktar1 diyabetik gruplarda anlamli olarak
artarken protein diizeyinde gruplar arasi herhangi bir farklilik gozlenmemistir.
XBP1s protein miktarinin ise diyabetik ovaryumlarda arttigi gézlenmistir.

Sonu¢ olarak; diyabetin fare ovaryumlarinda ERS’yi baglatarak UPR’yi
tetikledigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: ERS, Diyabet, UPR, Fare, Ovaryum.



ABSTRACT

Main function of endoplasmic reticulum (ER) is to facilitate the proper
folding of newly synthesized secretory and membrane proteins into native three-
dimensional structures. Various triggers result in the onset of accumulation of
unfolded or misfolded proteins in ER liimen including inhibition of N-linked
glycosylation, perturbations in Ca®* homeostasis, hipoxia, oxidative stress, glucose
deprivation, viral infections and environmental conditions like ambient temperature,
condition known as ER stress. In response to ER stress, unfolded protein response
(UPR) signalling pathway is activated to retain cellular homeostasis. Although, UPR
or ER stress response is an efficient adaptation mechanism for the cells, it was shown
that it is also related to various pathophysiology of diseases, including diabetes.

Diabetes-induced hyperglysemia or glucose absorbation inefficiency
consistently causes granulosa cell apoptosis and reduced meiosis resumption rate in
oocytes and low oocyte quality. Both ER stress and UPR may have a role in series of
negative impacts on mice ovaries caused by hyperglycemic conditions by
determining the cell fate.

In this study, 24-days-old BalbC female mice (N=31) were used and designed
as three groups: Control (n=10, no treatment), Vehicle (n=6, i.p. 100 pl natrium
citrate injected group), Diabetic (n=15, STZ-injected group (i.p. 90 mg/kg BW in
100 pl natrium citrate). To control STZ-induced diabetic model, blood glucose level
was measured following the injection days on 2", 7" and 14" Mice whose blood
sugar is over 300 mg/dl were accepted as the diabetic. The day of 14", mice were
sacrificed and ovary samples were examined with immunohistochemical staining and
western blot analysis to show localisation and the expression levels of ER stress
proteins (GRP78, Caspase 12, p-PERK and DDIT3). Additionally, with using gRT-
PCR analysis mMRNA level of Grp78 and Ddit3 genes which are the indicators for ER
stress were examined.

It was observed that the immun reaction for p-PERK and DDIT3 was
significantly increased in diabetic ovaries, especially in atretic follicles, apoptotic
granulosa cells and degenerated oocytes. In ovaries, protein expression of Caspase
12, p-PERK and GRP78 was not showed any statistically differences among
experimental groups. There was no significant differences among experimental
groups for an amount of Grp78 mRNA. Compair to control and vehicle group, Ddit3
mMRNA was significantly increased in diabetic group while amount of DDIT3 protein
was not significantly differences among groups. XBP1s protein expression was
increased in diabetic group which were statistically significant than control and
vehicle.

In conclusion, it is detected that diabetes can initiate ERS and stimulate UPR
in mice ovaries.

Keywords: ERS, Diabetes mellitus, UPR, Mice, Ovary
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarin1 kazanmalar igin katlanmasi, ¢ok karmasik
ve hata olasiligi oldukca yiiksek islem dongiilerinden olusmaktadir. N-bagiml
glikozilasyonun inhibisyonu, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, hipoksi, oksidatif
stres, enfeksiyonlar ve ortamin sicakligi gibi birgok etken proteinlerin fonksiyonel
tersiyer yapilarini kazanmalarini etkilemektedir. Endoplazmik retikulum (ER), hiicre
disina gonderilecek ve membran yapisinda yer alacak proteinlerin sentezinin,
katlanmasinin ve kalite kontrolunun gerceklestirildigi onemli bir organeldir [1].

ER’ye gelen proteinler N-bagimli glikozilasyon, disiilfid bag olusumu,
hidroksilasyon, lipidizasyon gibi postranslasyonel modifikasyonlara ugramadan
katlanamazlar. Proteinlerin her katlanma asamasinin basarili bir sekilde
tamamlanmasi i¢in protein katlanmasinda rol oynayan kalsiyum bagimli molekiiller
gorev almaktadir. Bunlar; glukozla diizenlenen protein 78 (Glucose regulated protein
78, GRP-78), glukozla diizenlenen protein 94 (Glucose regulated protein 94, GRP-
94), kalneksin (calnexin), kalretukilin (calreticulin) gibi molekiiler saperonlardir [2].
Bu saperonlar proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olurken, diger yandan da
proteinlerin translokasyon ve yikiminin ger¢eklesmesinde rol oynamaktadirlar [3].

ER’de katlanmamis veya hatali katlanmis proteinlerin birikmesi ve bunun
sonucunda ER homeostazisinin bozulmasi durumunda ortaya g¢ikan hiicresel cevap
ER stresi (ERS) olarak tanimlanmaktadir. Bu durumda, ERS’yi engelleyebilmek ve
ER dengesini tekrar eski haline dondiirebilmek i¢in katlanmamis protein cevabi
(Unfolded Protein Response, UPR) adi verilen bir takim hiicre i¢i sinyal
yolaklarindan olusan olaylar dizisi aktif hale gelmektedir [4].

UPR ile oncelikle, ER saperonlar1 ve katlanma enzimlerini kodlayan genlerin
translasyonunun artirilmasi saglanir ve genel protein translasyonu azaltilarak ER
yiki hafifletilir. Ayrica, yanlis katlanmig proteinler ER’den sitoplazmaya gecer ve
ER iligkili yikim olarak bilinen proteazomlar tarafindan pargalanirlar. Fakat ER
dengesi uzun bir siire saglanamazsa, ¢evre dokuya zarar vermemek i¢in UPR sinyali
hiicreyi apoptoza yonlendirir. UPR sinyali ER’de bulunan 3 farkli transmembran
proteini tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar: protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER
kinaz (Protein kinase RNA (PKR)- like ER kinase, PERK), aktive edici
transkripsiyon faktérii 6 (Activating transcription factor-6, ATF6) ve inositol
gerektiren kinaz 1 (Inositol requiring enzyme-1, IRE1)’dir [4].

ER limeninde katlanmamis proteinlerin birikmesi tizerine GRP-78 proteini,
bu ii¢ ERS reseptorlerinden ayrilir ve onlarin aktif hale gegmesine izin verir [5].
Aktive olan PERK okaryotik baslama faktorii 2a (eukaryotic initiation factor 2a,
elF2a)’y1 fosforilleyerek genel protein sentezini engeller. Boylelikle ER’de yeni
olusan protein yiiklenmesi azaltilarak hiicrenin hayatta kalmasi saglanir [6].
Fosforillenen elf2a, genel translasyonu hiicre icinde zayiflatsada, aktive edici
transkripsiyon faktorii 4 (activating transcription factor 4, ATF4) gibi spesifik
mRNA’larin translasyonuna olanak saglar. Transkripsiyon faktorii olan ATF4
cekirdege tasinir ve ER dengesini eski hale getirmek igin gereken genlerin
transkripsiyonunu indiikler. Fakat ATF4 tarafindan indiiklenen genlerin hepsi anti-



apoptotik degildir. Ozellikle ATF4 tarafindan indiiklenen transkripsiyon faktdrii
C/EBP homolog proteininin (C/EBP homolog protein, CHOP) hiicrenin apoptoza
gidisini arttirdig1 bilinmektedir. Sonu¢ olarak, PERK’in aktivasyonu baslangigta
koruyucudur ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir. Fakat PERK’in aktivasyonu
CHOP indiiksiyonunu da tetiklediginden bu sinyal yolag: hiicrenin 6liimiine de yol
acabilmektedir [5].

GRP78’den ayrilan ATF6, Golgi kompleksine tasinir ve orada site 1 ve site 2
proteazlar tarafindan sirasiyla kesilerek aktif forma doniistiriiliir. ATF6 aktif
olduktan sonra g¢ekirdege tasinir ve hedef genleri olan GRP-78, GRP-94 gibi ER
saperon proteinleri, protein disiilfid izomeraz ve transkripsiyon faktorleri CHOP ve
X-box baglayici protein 1 (X-box binding protein 1, XBP1)’in aktivasyonunu saglar

[7].

IRE1l, GRP-78’in ayrilmasiyla dimerize olur ve otofosforillenir.
Fosforillenmesi ile birlikte RNaz aktif hale gecer ve mRNA X-box baglayici protein
1 (XBPl)’den 26 niikleotit uzaklastirtlir ve olusan kirpilmis XBP1 mRNA
translasyona ugrayarak transkripsiyon faktoriine (spliced X box binding protein,
sXBP1) doniisiir. Sonug olarak, sXBP1 cekirdege geger ve protein katlanmasinda,
ER biyogenezinde ve ER iligkili yikimda gorev alan genlerin transkripsiyonunu
artirr [8].

PERK, ATF6 ve IREI sinyal yolaklart ERS sirasinda pro-apoptotik sinyalleri
tetiklemektedir. Fakat direkt olarak hiicre 6liimiine yol agmazlar. ERS ile indiiklenen
apoptoz transkripsiyon faktorlerinin (6zellikle CHOP’un), B hiicresi lenfoma 2
(BCL-2) ailesi iiyelerinin, kinazlarin (JNK) ve kaspazlarin iginde bulundugu hiicre
oliim yolaklariyla olugmaktadir [5].

Apoptoz, normal gelisim ve doku homeostazi i¢in 6nemlidir. Apoptozun ¢ok
fazla ya da ¢ok az olmasi ¢esitli hastaliklara yol acabilir. Kaspaz olarak adlandirilan
sistein proteaz ailesi, programli hiicre 6liimii i¢in kritik diizenleyicilerdir. Bunlardan
Prokaspaz 12 endoplazmik retikulumun sitoplazmik kisminda bulunur. Kalsiyum
homeostazisinin bozulmasi ve ER’de asir1 protein birikimi sonucu olusan ERS
tarafindan yariklanir ve aktive edilir [9].

Son zamanlarda yapilan bir¢ok c¢alismada; obezite, ateroskleroz, kalp,
karaciger ve norodejeneretif hastaliklarda goriilen fizyopatolojik ve metabolik
degisikliklerin ERS ve UPR sinyal yolu ile iliskili olabilecegini 6ne siiren bir¢ok veri
bulunmaktadir [1]. Yapilan ¢alismalar; endoplazmik retikulum stresinin pankreatik 3
hiicre hasarina ve insiilin direngliligine katkida bulunarak diyabet patogenezinde rol
aldig1 yoniindedir [10].

Fare ovaryan folikiillerinde, granuloza hiicreleri glukozu absorbe ederek
ovositlere enerji metabolizmasinda kullanilmak iizere besin saglamaktadir. Diyabetle
indiiklenmis hiperglisemi ya da glukoz emilimindeki yetersizlik granuloza
hiicrelerinin apoptozuna yol agmaktadir. Ayrica, oositlerde; mayozun ilerlemesini
azaltma, diisiik oosit kalitesi ve preimplantasyon embriyo dejenerasyonu gibi bir
takim negatif etkilere neden olmaktadir [11].



Diyabetin etkilerini incelemek amaciyla farelere streptozotosin (STZ)
uygulanarak diyabet modeli olusturulmaktadir. Streptozotosin Streptomyces
achromogenes’ den izole edilen bir antibiyotiktir. Intra peritonal ya da intra venoz
olarak uygulandiktan sonra glukoz tasiyici protein 2 (Glucose Transporter 2, Glut-2)
yardimiyla pankreatik B hiicrelerine girer ve DNA alkilasyonuna neden olur [12].
Cesitli deney hayvanlarina uygulanan STZ secici olarak pankreatik [ hiicrelerini
tahribe ugratarak insiilin yetersizligine ve hiperglisemiye neden olmaktadir [13].

Literatiirde in vivo hiperglisemik kosullarin pubertal fare ovaryumunda
yarattig1t ERS ile iligkili UPR’de goérev alan transmembran proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri bilinmemektedir. Calismanin hipotezi; ‘STZ ile indiiklenmis diyabet
modelindeki hiperglisemik mikrogevre fare ovaryumundaki ERS’yi ve buna bagimli
UPR yolagin1 aktif hale getirir’. Bu calisma kapsaminda diyabetik kosullardaki
potansiyel ERS’yi belirleyebilmek i¢in, STZ ile olusturulacak diyabetik farele
modelinden toplanacak ovaryum dokularindaki, ERS’ye cevap olarak aktive olan
UPR’nin anahtar proteinlerinin lokalizasyonlar1 ve ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi amaglanmistir.



GENEL BILGILER
2.1. Disi Ureme Sistemi
Disi iireme sistemi; i¢ genital organlar olan iki ovaryum, iki tuba uterina
(fallop tiipleri) (farede ovidukt), uterus, serviks, vajina ve dis genital organlardan
olusur (Sekil 2.1). Bu sistem menars (ilk adet) ile menapoz arasinda histofizyolojik
dongiisel degisikliklere ugrar ve bu degisiklikler hormonal mekanizmalarin kontrolii
altindadir [14].

Disi {ireme sisteminin temel islevleri, disi cinsiyet karakteristiklerinin
gelisimi i¢in cinsiyet hormonlarinin (0strojen ve progesteron) salgilanmasi, ovositin
gelisimi ve fallop tiiplerinde fertilizasyon i¢in uygun ortamin saglanmasi, uterusa
embriyonun tasinmasi ve implantasyonu, gebelik boyunca fetiisiin gelisimi ve yeni
doganin beslenmesidir [15].
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Sekil 2.1. insan ve farede disi {ireme sistemi organlarinin karsilastirilmas [16].

2.1.1. Ovaryumlar

Ovaryumlar insanda, boyu yaklasik 3 cm, eni 1.5 cm ve kalinlig1 1 cm olan
badem seklinde organlardir. Yiizeyi germinal epitel olarak adlandirilan tek kath
yassidan kisa kiibik epitele kadar degiskenlik gdsteren bir epitel ile kaphidir. Epitelin
hemen altinda ovaryumun beyaz rengini veren ve tunika albuginea adi verilen siki
bag dokusu bulunur. Tunika albugineanin altinda ovositleri igeren ¢ok sayida
ovaryum folikiillerinin bulundugu kortikal bodlge yer alir. Folikiiller tipik ig
biciminde fibroblast iceren kortikal bdlgenin bag dokusu (stroma) i¢ine gomiilii
halde bulunur. Ovaryumun en i¢ kismi gevsek bag dokusu iginde zengin bir damar
yatagi iceren mediiller bolgedir. Histolojik olarak korteks ve medullar arasinda kesin
bir sinir bulunmaz (Sekil 2.2) [14].
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Sekil 2.2. Normal rodent ovaryumun histolojik goriintiisii [16].

Memeli tiirlerinden farede ovaryumlar, bobreklerin nispeten kaudalinde ve
genellikle yaga gomiilii halde bulunur. insan ve diger primatlarda uterus tek bolmeli
(basit uterus) iken, rodentlerde iki pargaya boliinmistiir (dupleks uterus) [17]. Tiip
seklindeki uterus boynuzlar: vajinal agikliga dogru birleserek kaynasir. Vajina ve
uterusun birlestigi yerde tek bir serviks yer alir. Uterus ve ovaryumlar viicudun
dorsal duvarina yakindir. Insan ve faredeki disi iireme sistemi organlarmin
karsilastirilmasi Sekil 2.1° de verilmistir.

2.1.2. Ovaryum Folikiilleri
Ovaryum folikiilleri gelismekte olan ovositler i¢in mikrocevreyi saglamaktadir.
Her biri tek bir ovosit iceren ¢esitli boyutlardaki ovaryum folikiilleri korteksin
stromasina yayilmis durumdadir (Sekil 2.3). Folikiiliin boyutu, ovositin gelisim
evresini belirtir. [18]. Ovaryumda histolojik olarak baslica ¢ tip folikiil
tanimlanmistir:
1. Primordial Folikiil
2. Gelisen Folikiil
a) Primer Folikiil
b) Sekonder Folikiil
3. Olgun (Graaf) Folikiilii
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Sekil 2.3. Ovaryumdan gegen bir kesitin sematik ¢izimi [18].

2.1.2.1. Primordiyal Folikiil

Primordiyal folikiil havuzu, kemiricilerde oldugu gibi dogumdan hemen sonra
ya da primatlardaki gibi embriyonik gelisim boyunca meydana gelir [19].
Primordiyal folikiil olgun ovaryumda tunika albugineanin hemen altinda korteksin
stromasinda yer almaktadir. Bu folikiiller tek sira yass1 folikiil hiicreleri ile ¢evrili bir
primer oositten olusur. Folikiil hiicrelerinin altinda bir bazal lamina bulunur ve
damardan yoksun folikiilleri stromadan ayiran sinir1 olusturur (Sekil 2.4) [14].
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Sekil 2.4. Primordial Folikiil. a. Primordiyal folikiilin sematik ¢izimi. b.Primordiyal folikiiliin
fotomikrografi. Niikleus (N), Niikleuslar1 kesit diizleminde bulunmayan iki ovosit (X),
Folikiil hiicreleri (FH) [18].

Birinci mayoz boliinmenin profaz asamasinda bekleyen primer ovosit,
eksantrik yerlesmis biiyiik bir ¢ekirdege sahip, yaklasik 25 pm capli yuvarlak bir
hiicredir. Ovosit sitoplazmasinda ¢ok sayida mitokondri, birka¢ Golgi kompleksi ve
ER gibi organeller ¢ekirdege yakin bir kiime olusturma egilimi gosterirler. Basta bu
yapt farkli bir organel olarak diislintildiigiinden Balbianni cisimcigi olarak
tanimlanmustir. Balbianni cisimcigi (Sekil 2.4) primordiyal folikiillerde bulunmakla
birlikte, folikiil gelismeye basladiginda mitokondrilerin ve endoplazmik retikulum
yapilarinin ovosit i¢erisine dagilmasi sonucu ortadan kalkmaktadir [19].

2.1.2.2. Primer Folikil

Puberteden baslayarak kiiciik bir primordiyal folikiil grubu bekleme
evresinden ¢ikar ve biiylime siirecine girer. Bu siire¢ igerisinde primer ovositlerde,
folikiiler hiicrelerinde ve folikiilii ¢evreleyen stromadaki fibroblast hiicrelerinde
degisiklikler meydana gelir [20]. Baslangigta ovosit genisler ve bu esnada ovositin
capt maksimum 125-150 um’ye ulasir. Cekirdek biiyiir ve bu durumuyla germinal
vezikiil olarak adlandirilir. Mitokondri sayisinda artis olur ve sitoplazmanin her
tarafinda esit bir dagilim gosterir. GER hipertrofiye ugrarken Golgi kompleksleri de
hiicre yiizeyinin tam altina gé¢ eder. Folikiil hiicreleri tek tabakali kiibik hiicreler
haline geldiginde folikiile tek tabakali (unilaminer) primer folikiil ismi verilir (Sekil
2.5.a). Folikiil hiicreleri mitoz ile ¢ogalmay: siirdiirerek ¢ok katli folikiiler epiteli ya
da graniiloza tabakasini olustururlar (Sekil 2.5.b). Buradaki hiicreler oluklu
baglantilar (gap junction) araciligl ile iletisim kurar ve folikiiliin bu haline ¢ok
tabakali (multilaminer) primer folikiil ismi verilir [14]. Ovosit biiylidiikce ozel
proteinler salgilanir ve bu proteinler bir araya gelerek ovosit ve folikiiler hiicreler
arasinda ekstraseliiler bir ortii olan zona pellusiday1 olusturur [18].
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Sekil 2.5. Primer Folikiil. a. Erken Primer Folikiil, b. Ge¢ Primer Folikiil [18].

Grantiloza hiicreleri ¢ogalirken folikiiliin ¢evresindeki stromal hiicreler, bazal
laminanin hemen disinda teka folikiilii olarak adlandirilan bir bag dokusu hiicre kilifi
olusturur. Daha sonra bu tabaka teka interna ve teka eksterna tabakalarina farklilagir.
Ic kistmda bulunan teka interna yiiksek diizeyde vaskiilarizedir ve kiibik salgi
hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler tamamen farklilastiginda steroid iireten hiicrelerde
oldugu gibi bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, tiibiiler kristaya sahip
mitokondriler ve c¢ok sayida lipid damlaciklar1 igerir. Liiteinizan hormon (LH)
reseptOrlerine sahip bu hiicreler, LH uyarimina yanit olarak Ostrojen Onciilii
androjenleri salgilar. Buna ek olarak, teka interna tabakasi fibroblastlar, kollajen
lifler ve kii¢iik damarlardan olusan zengin bir dolasim agi igerir. Teka eksterna ise
dig tarafta bulunan bag dokusu hiicreleri tabakasidir. Diiz kas hiicreleri ve kollajen lif
demetleri igerir ve ¢evresindeki stromayla arasindaki sinir belirgin degildir.
Graniiloza tabakasi ile teka interna arasindaki bazal lamina bu iki tabaka arasinda
belirgin bir sinir olugturmaktadir [14, 18].

2.1.2.3. Sekonder Folikiil

Folikiiller graniiloza hiicrelerinin biiyiikliigiiniin ve sayisinin artmasi ile
biiylirken hiicreler arasinda folikiil sivist (likoér folikiilii) toplanmaya baslar.
Hyaluronan bakimindan zengin sivi biriktikce kaviteler birlesir ve en sonunda
antrum denilen hilal bi¢gimindeki kavite olusur (Sekil 2.6). Bu asamada folikiil
sekonder folikiil ya da antral folikiil olarak adlandirilir. Eksantrik konumlu yaklagik
125 um capindaki ovosit daha fazla biiylimez. Biiylimenin inhibisyonu, graniiloza
hiicreleri tarafindan antral siviya salgilanan kiigiik, 1-2 kilodaltonluk bir peptit olan
ovosit maturasyon inhibitérii (OMI) tarafindan gergeklestirilir. OMI yogunlugu
kiiciik folikiillerde en yiiksek iken olgun folikiillerde en diisiiktiir.
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Sekil 2.6. Sekonder Folikiiliin Fotomikrografi. Stratum Graniilozum (Granuloza hiicreleri, Granulosa
Cells,GC ), Antrum (A), Teka Interna (TI), Teka Eksterna (TE) [18].

Sekonder folikiiliin boyutu arttik¢a, birkag graniiloza hiicre tabakasi ile ¢evrili
olan antrumunda genisligi de artar. Graniiloza hiicre tabakasi ovosit ile iligkili oldugu
bolgenin disinda her bolimde ayni kalinliktadir. Ovositin g¢evresinde graniiloza
hiicreleri kumulus ooforus adi verilen ve antruma dogru ¢ikint1 yapan bir tiimsek
olustururlar. Ovositin etrafin1 ¢evreleyen ve ovulasyonda ovositle birlikte kalan
graniiloza hiicrelerine korona radyata ad1 verilir. Bu hiicreler zona pellusiday: penetre
eden mikrovilluslar gonderir ve bu mikrovilluslar oluklu baglantilar araciligi ile
ovositin mikrovilluslart ile iletisim kurarlar [18].

2.1.2.4. Antral (Graaf) Folikiil

En biiytik folikiil olgun (Graaf folikiilii) folikiildiir. 15-20 mm ¢apindadir.
Folikiil maksimum boyutuna yaklasirken graniiloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi
azalir. Antrumun boyutu arttik¢a graniiloza hiicre tabakasi incelir. Graniiloza
tabakasindaki antrum boslugu genislerken, kumulus ooforus ile folikiil duvari
arasindaki baglanti zayiflar ve ovosit etrafindaki korona radyata hiicreleri ile birlikte
antral bosluga birakilir (Sekil 2.7). Ovulasyon (yumurtlama) oncesi bu asamada
Graaf folikiillerinin graniiloza hiicreleri 6n hipofizdeki gonadotrop hiicrelerden
salman folikiil uyarict hormona (Follicle Stimulating Hormone, FSH) tam duyarl
hale gelir [18, 20].
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Sekil 2.7. Bir antral folikiiliin 1s1k mikroskop fotografi [14].

2.1.2.5. Folikiil Atrezisi

Cok sayida primer folikiil olgunlagma siirecine baslar ve yalnizca bir folikiil
gelisimini tamamlar, digerleri atrezi denilen bir olayla dejenere olur. Folikiiller
gelisimin herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilir. Ozellikle maternal hormonlarin
etkisinin ortadan kalktig1 dogumdan hemen sonraki dénem ile, kalitatif ve kantitatif
hormonal degisikliklerin gorildiigii puberta ve gebelik sirasinda folikiiler atrezi
oldukga belirgindir. Atretik folikiiller; camst membran adi verilen kalin, kivrilmis
membrandz materyal, degisiklige ugramis zona pellusida, dejenere olmus ovosit ve
folikiil hiicrelerinin kalintilar1 ve istila eden makrofajlar ile ayirt edilebilir [14, 20].

2.1.3. Ovulasyon (Yumurtlama)

Ovulasyon, sekonder ovositin Graaf folikiiliinden atildigi siiregtir.
Ovulasyondan hemen o©nce olgun folikiilde birinci mayotik bdliinme
tamamlandiginda primer ovositin her kardes hiicresi esit miktarda kromatin igerir,
fakat kardes hiicrelerden biri daha fazla sitoplazma alarak sekonder ovosit olur.
Diger kardes hiicre ise ¢ok az miktarda sitoplazma alarak birinci kutup cismi haline
gelir. Birinci kutup cismin atilmasindan hemen sonra sekonder ovosit ikinci mayotik
boliinmeye baglar. Bu boliinme metefaz evresinde durur ve sadece sekonder ovosit
bir spermatozoon tarafindan penetre edildiginde tamamlanir [18].

Ovulasyon zamaninda olgun folikiil ovaryum yilizeyinden disartya dogru,
stigma denilen bir ¢ikint1 yapar. Liiteinize edici hormon (Liiteinizing Hormone, LH)
diizeyinin artmasi sonucu uyarilan teka eksterna ve tunika albuginea igindeki
proteolitik etkinlik sonucu Graaf folikiiliiniin yirtilmas1 kolaylastirilir. Digariya atilan
gamet, uterus tliplerine girer. Ovulasyondan birkag saat dnce, folikiiler hiicre tabakasi
ve teka interna korpus luteuma doniismeye baslar [20].
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2.1.4. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra geriye kalan graniiloza ve teka hiicreleri korpus luteum
(sar1 cisim) adi verilen gegici bir endokrin bezi olustururlar. Bu doniisiim sirasinda
ilk olarak folikiiliin bazal membrani1 yikilir. Ardindan baslangigcta damarsiz olan
folikiiler hiicre kiimesi icerisine kan damarlar1 girer. Antrum bosluguna kan dolar ve
pihtilasir. Korpus hemarijikum adi verilen gegici bir yapi olusur. Buraya yeni
olusmus kan damarlar1 (anjiyogenez), fibroblastlar ve kollajen lifler fibrin pihti i¢ine
girer. Folikiiler hiicreler, folikiiler liitein hiicrelere doniiserek, tipik steroid
sentezleyen hiicre ozellikleri (lipit damlaciklari, gelismis graniilsiiz endoplazmik
retikulum ve tiibiiler kristali mitokondriler) sergilerler. Hiicreler bu 6zellikleri
kazandiktan sonra FSH ve LH uyarisina cevaben progesteron ve Ostrojen salgilarlar.
Teka interma hiicreleri de teka liitein hiicrelerine doniisiir ve LH uyarisina yanit
olarak androstenediyon ve progesteron iretir [20].

Korpus luteum biiylimeye devam eder. Fertilizasyon ve implantasyon
gerceklesmezse korpus luteum sadece 14 giin aktif kalir, daha sonra gerileme
evresine girer. Hiicreler lipid ile dolar, boyutlar kiigiiliir ve otolize ugrarlar. Onceki
korpus luteumun dejenere hiicrelerinde intraseliiler hiyalin materyalin birikimi ile
korpus albikans olusur. Korteksin derinlerine dogru gomiiliir ve birkac¢ ay i¢inde
kaybolur [18].

Gebelik meydana gelirse, plasenta tarafindan iiretilen koryonik gonadotropin
korpus luteumu uyarir. Boylelikle alti ay kadar bir siire etkinligini siirdiirmeye
devam eder. Ancak tam olarak kaybolmaz ve gebeligin sonuna kadar progesteron
salgilamaya devam eder. Buna gebelik korpus Iluteumu denir. Gebelik ve
menstruasyon sonrasinda korpus luteum hiicreleri otolize ugrarlar [14].

2.2. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum (ER), plazma membraninin altinda konumlanir ve
niiklear zara dogru uzanan birbirine baghh dallanmis tiibiiller, vezikiiller ve
sisternadan olusur. ER yapisinda belli bolgeler barindirir. Bunlardan ilki graniilli
endoplazmik retikulumdan (GER) sentezlenen bir diizine proteinin niiklear i¢ zarda
kiimelendigi niiklear zar domainidir. Ikincisi, ER’ye bagl ribozomlarm olmadig1 diiz
endoplazmik retikulum (DER) domaini, tgiinciisii ribozomlarin baglandigi GER
domanidir. Son olarak, ER’de bulunan etkin kalsiyum sinyalini saglamak ve
membrana gonderilecek lipidlerin transferini kolaylastirmak icin Golgi, vakuoller,
mitokondri, peroksizomlar, ge¢c endozomlar ve lizozomlar gibi diger organeller ile
iletisimi saglayan bolgeler vardir [21].

ER’nin baglica islevleri:

1. Sekretuvar ve membran proteinlerin yer degisimlerini ve entegre
olmalarin saglamak.

2. Proteinlerin katlanmalarma yardimci olmak ve hiicre disina ya da hiicre

membranina taginmalarini saglamak.

Lipid biyosentezini gerceklestirmek.

Kalsiyum dengesini siirdiirmek.

~ow
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5. Proteinlerin N-baglh glikozilasyon gibi post translasyonel modifikasyonlar
gecirmesini saglamak [22].

GER’de gomiilii ribozomlarda protein sentezi ve salgilanmasi gergeklesir.
Buna karsin DER ribozomlardan yoksundur. Dolayisiyla, protein sentezinde etkin
degildir. Fakat, fosfolipid ve lipid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum
dengesinin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir. Hiicre tipi, hiicre islevi ve hiicrenin ihtiyaci
hiicrede ER’nin roliinii belirler. Ornegin karaciger hiicreleri ila¢ detoksifikasyonunda
rol oynayan ¢ok miktarda DER’e sahipken, plazma hiicreleri, beta hiicreleri ve diger
sekretuvar hiicreler sekretuvar protein talebini karsilamak i¢in GER bakimindan
zengindir [22].

ER’de degisime ugrayacak sekretuvar ya da membran proteinleri oncelikle N-
terminal ER sinyal sekansi ile isaretlenirler. Ko-translasyonel modifikasyon boyunca,
sinyal tamima partikiilii (signal reconation particle, SRP) yeni olusan proteinin
tizerindeki sinyal sekansini, ribozomu ve ER membrani {izerindeki SRP reseptoriinii
tanir ve baglanir (Sekil 2.8). Sonra ribozom-yeni olusan polipeptid zincir kompleksi,
bir membran protein translokatorii olan SEC61 translokonuna transfer olur. Sinyal
peptidi ER membrani {izerinde yer alan sinyal peptidaz tarafindan yariklanarak yeni
olusan zincir translokon araciligi ile ER liimenine girer [22].

ER’de bulunan katlanma enzimleri ve molekiiler saperonlar; buraya gelen
proteinlerin uygun konformasyonlarda katlanarak olgun hale ge¢melerine yardimci
olurken bir yandan da yanlis katlanan proteinlerin yikiminin gerceklesmesinde rol
oynarlar [3]. Glukozla regiile edilen protein (GRP) sistemine dahil olan 1s1 soku
proteini 70 (Heat shock protein 70, Hsp70) ailesinin saperonlar1 ve 1s1 soku proteini
40 (Heat shock protein 40, Hsp40) ailesinin ko-saperonlari, ER lektin benzeri
saperon sistemine dahil olan transferazlar ve glukozidazlar ile birlikte kalretikulin
(CRT) ve kalneksin (CNX), protein disiilfid izomeraz ailesi disiilfid bagl oksidaz,
rediiktaz ve izomeraz enzimleri ER’nin kalite kontrol sistemini (endoplasmic
reticulum quality control, ERQC) olusturan 6nemli yapi taslaridir. ERQC sistemi ile
yeni olusan bir proteinin dogal konformasyonuna doniisiimii gerceklesir. Uygun bir
sekilde katlanan proteinler vezikiiler tasiyicilar vasitasiyla Golgiye tasiirlar ve
buradan ya plazma membranina veya lizozomal membrana ya da salgilanmak igin
graniillerin icine yiiklenirler (Sekil 2.8). ERQC sisteminin se¢ici saperonlar1 ve ER
degradasyon artirict oo mannozidaz benzeri protein (ER degradation- enhancing o
mannosidase-like protein, EDEM) gibi spesifik mannoz lektinler uygun olmayan,
yanlis katlanmis ya da katlanmamis proteinleri etiketler. Bu durum proteinlerin
taninmalarim1 ve SEC61 translokonu vasitasiyla sitozole retrotranslokosyonu
kolaylastirir [22].
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Sekil 2.8. Endoplazmik Retikulumda protein sentezi ve salgilanmasi [23].

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS)

Oldukga aktif olan ER’nin kompleks islevleri, hem hiicre i¢cindeki hem de
mikrogevresindeki faktorlerden etkilenir. Ornegin, glukoz yoksunlugu, viral
enfeksiyonlar, hipertermi, kalsiyum dengesindeki degisiklikler, hipoksi, artan protein
sentezi gibi faktorler ER homeostazini bozar ve protein katlanmalarinda hasarlara
neden olur. Béyle bir durumda yanlis katlanmis ya da katlanmamais proteinler ER’de
birikir. Sonu¢ olarak hiicrede endoplazmik retikulum stresi (ERS) meydana gelir
[24].

ER, hiicresel iyilesme ve hayatta kalma mekanizmasi olarak, strese UPR ile
karsilik verir. Yanlis katlanan proteinler GRP78 ve GRP94 gibi polipeptid baglayici
proteinler tarafindan dogru konformasyonda katlanmalar1 saglanir. Tamir edilemeyen
proteinler ise, hiicre disina iki ayr1 mekanizma ile ¢ikarilir. Bu mekanizmalardan ilki
‘Endoplazmik Retikulum iliskili Bozunma (ER-Associated Degradation-ERAD)’dur.
ERAD aracilign ile fonksiyonel olarak uygun konformasyonlarini kazanamayan
proteinler sitozole geri taginir ve parcalanmalar1 i¢in proteozomlara teslim edilir.
Ikinci mekanizma ise hasarli proteinlerin hiicresel artiklar ile bir araya gelerek
olusturduklart agrezomun otofaji yardimiyla geri donistirilmesidir [25]. Bu
mekanizmalar UPR tarafindan diizenlenir. Akut durumda meydana gelen fizyolojik
bir yanit olan UPR, ¢oziimlenemeyen kronik ERS kosullar1 altinda patolojilere yol
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act1g1 gibi hiicrenin 6liimiine de neden olabilir [26]. Hiicre kaderini belirlemede etkili
oldugu i¢in tedaviye yonelik pek ¢ok ¢alismanin odak noktasidir.

2.4. Katlanmams Protein Cevab1 (UPR)

Katlanmamis ya da yanlis katlanmig ve mutasyona ugramis proteinlerin
birikmesi, hiicresel redoks diizenlemesinde bozulmalar, endojen reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu, hipoksi, hiperglisemi ve hiperlipidemi, kalsiyum regiilasyonunda
bozukluk ve viral enfeksiyonlar stres sinyali olarak davranir ve ER homeostazini
etkileyerek ER’yi islevsiz hale getirir. ER bu tiir sinyallere, katlanmamis protein
cevabi (Unfolded Protein Response, UPR) adi verilen koruyucu ya da adaptif bir
mekanizma ile karsilik verir. UPR, ER homeostazini normale dondiirmeyi amaglar.
Buna karsin, stres ¢ok siddetli ise ya da siirekli devam ederse, ER hiicreyi oliime
yonlendirebilir [5].

UPR hiicresel homeostazin devamliligini saglasa da, devam eden siirekli ERS
patolojik durumlarin olusmasina neden olabilir. Stres sinyalleri ile ER’de asir1
miktarda protein birikimi Alzheimer [27] ve Parkinson hastaligi [28], aterosklerozis
[29], diyabet [30], kardiyovaskiiler hastaliklar [31], kanser [32] ve oto immiin
hastaliklar [33] gibi hastaliklarin gelisiminde etkin rol oynadigi yapilan ¢ok sayida
calismada kanitlanmistir.

UPR sinyali ER’de bulunan ii¢ farkli transmembran protein tarafindan
diizenlenir. Bunlar: (1) protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), (2)
aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve (3) inositol gerektiren kinaz 1
(IRE1)’dir (Sekil 2.9) [4]. UPR doniistiiriicii proteinleri normal kosullarda ER
liimeninin yaninda bulunan ve bir saperon olan immunglobulin agir zincir baglayan
protein/glikoz ile diizenlenen protein 78 (BIP/GRP78)’e bagh durumdayken
inaktiftirler. ER stresi meydana geldiginde BIP/GRP78, yanlis katlanmis liimene ait
proteinlerle etkilesime girmek i¢in PERK, IREla ve ATF6’dan ayrilarak bu
proteinlerin aktif hale gelmelerini saglar [34].
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Sekil 2.9. UPR’de rol oynayan ER transmembran sensorleri [35].

2.4.1. PERK Sinyal Yolag:

PERK, C-terminal sitozolik domaininde serin/threonin kinaz aktivitesine
sahip tip 1 ER transmembran proteinidir. PERK’in lumenal domaininden
GRP78/BIP’in ayrilmasi1 ile kinaz domaini otofosforillenir ve dimerizasyonu
gerceklesir (Sekil 2.9). Boylelikle PERK, aktif hale gelir. PERK’in aktivasyonu ile
birlikte downstream efektorii olan oOkaryotik baglatict faktor 2 alfa (elf2a)
fosforillenir. ER’ye gelen yeni protein yiikiinii hafifletmek ve hiicrenin hayatta
kalimimi saglamak i¢in genel protein translasyonu azaltilir (Sekil 2.10) [6]. Bununla
birlikte; 5” transle olmayan bolgelerinde i¢ ribozomal giris bolgesi (IRES) gibi bazi
diizenleyici sekanslar1 tasiyan genler, elf2a bagimli translasyonal engeli gegebilirler
[7]. Bu genlerden biri aktive eden transkripsiyon faktorii 4 (ATF4)’tiir. elf20’nin
fosforillenmesi ile birlikte aktive olan ATF4, islevsel UPR’ye dahil olan pek ¢ok
genin Ozellikle aminoasit metabolizmasinda, redoks homeostazinda ve ER stresi
indiiklii apoptozda yer alan genlerin transkripsiyonunu aktive eder [36]. Ornegin,
apoptotik hiicre 6liim yolaginin aktive olmasinda rol oynayan transkripsiyon faktorii
C/EBP homolog proteinin (CHOP) indiiksiiyonu ATF4’ e baglidir [5].

ATF4 tarafindan indiiklenen diger bir gende biiyiimenin durmasi ile ve DNA
hasar1 ile uyarilabilen protein (growth arrest and DNA damage-inducible protein,
GADD34)’tiir. GADD34, okaryotik serin/treonin fosfataz protein fosfataz 1(PP1)’e
baglanarak elf2a’nin defosforile olmasi igin negatif feedback gibi gorev yapar [37].
PERK ’in aktive olmasi ile birlikte hiicrenin hayatta kalmasi i¢in fosforillenen diger
bir protein niikleer faktor erythroid iliskili faktor 2 (Nrf2)’dir. Nrf2, Keap 1 ile
birlikte sitoplazmik kompleks olusturur. Nrf2/Keap 1 kompleksi stres olmayan
kosullarda sitoplazmada bulunur ve ubuikitin-proteozom tarafindan parcgalanir. Stres
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durumunda ise Nrf2 kompleksten ayrilir ve ¢ekirdege tasinir. Antioksidan proteinleri
ve detoksifiye eden enzimleri kodlayan genler ig¢in transkripsiyon faktorii gibi

davranir [38].

2.4.2. IREla Sinyal Yolag

UPR’nin ikinci kolu inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)’dir. IRE1, C-terminal
sitozolik domaininde serin/threonin kinaz ve endoriboniikleaz (RNaz) aktiviteli tip 1
ER transmembran proteinidir (Sekil 2.9) [36]. IRE1’in iki homologu tanimlanmistir:
IREla ve IREIB. IREla viicudun tiim hiicrelerinde eksprese olurken, IREI1[
intestinel epitelyum ve akcigerde ekspre olmaktadir [1].

IRE1’in ER liiminal domaininden GRP78/BIP ayrildiktan sonra, IRE1
oligomerize olur ve kinaz domaini otofosforillenir [39]. Aktive olan kinaz domaini c-
Jun N-terminal kinazi (JNK) aktive ederek kaspaz sinyal kaskadini baglatir. Ayrica,
konformasyonel degisiklige cevap olarak IRE1 o’nin RNaz domaini aktive olur ve
X-box baglayict protein-1 olarak adlandirilan transkripsiyon faktoriiniin mRNA’
sindan 26 niikleotit uzaklastirarak Xbp-1’in spliced formu olusturulur. Xbp-1’in
spliced olmayan formu (Xbp-1u) siirekli sentezlenir. Ancak kararsizdir ve hizli bir
sekilde parcalanir. Yapilan caligmalara gore; Xbp-1u, UPR’ deki Xbp-1 yolaginin
potansiyel inhibitoriidiir ve proteoliz ile ortamdan uzaklastirilmast uygun UPR
aktivasyonu igin gereklidir [40].

Niikleusa tasinan aktif Xbp-1s ise; ER saperonlarinin ve ERAD
proteinlerinin ekspresyonlarint artirir. Ayrica ER’nin geniglemesinde rol oynar [1].
Buna ek olarak; sXBP1’in hedefleri iginde HSP40 aile iiyesi P58"" yer almaktadir
[41]. P58 PERK e baglanarak PERK’i inhibe eder. Bdylece, negatif geri bildirim
déngiisii saglanarak PERK aracili translasyon engeli azaltilir [42]. P58 in artis1
hemen gerceklesmez, PERK ve elf2a fosforillendikten birkag saat sonra indiiklenir.
P58 in indiiksiyonu UPR’nin sona erdigini temsil eder. Bu durumda eger UPR
basarili bir sekilde gerceklesmisse ER normal islevine geri doner ve hiicre kurtulur.
Fakat stres devam ederse P58"" tarafindan azaltilan translasyon engeliyle pro-
apoptotik proteinlerin sentezlenmesi s6z konusu olabilir [43].

2.4.3. ATF6

UPR’nin ig¢iincii kolu aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)’dir. Tip 2
ER transmembran proteinidir ve yapisinda bZIP transkripsiyon faktorii icerir (Sekil
2.9). Memelilerde, ATF6’nin ATF6 a ve ATF6 B olmak iizere iki adet geni vardir
[44]. Bu homolog proteinlerin, korunmus DNA baglayan domainleri ve farkli
transkripsiyonel aktivasyon domainleri vardir. Bunlar g¢ekirdege tasinir ve spesifik
diizenleyici elemanlara baglanarak GRP78 gibi ERS cevabinda rol oynayan genlerin
ekspresyonunu etkileyip ERS’nin ¢oziilmesine katkida bulunarak, hiicrenin hayatta
kalmasma yardimci olurlar. ATF6a’nin hizli bir sekilde parcalandigi ve giiglii
transkripsiyonel aktivator oldugu, bunun yaninda N-ATF6B’nin yavas bir sekilde
parcalandig1 ve zayif aktivatdr oldugu Donna ve ark. [45] tarafindan gosterilmistir.
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ATF6, N terminalinde iki adet GLS1 ve GLS2 olarak adlandirilan Golgi
lokalizasyon sinyali igerir. Normal kosullarda GRP78, GLSI1 ile etkilesim halinde
bulunarak ATF6’nin inaktif formda kalmasini saglar. ERS sirasinda GRP78’in
ayrilmasi ile birlikte ATF6 ER’den Golgi aygitina taginir. Bu siire¢, GLS2 domainine
ihtiya¢ duyar [46]. Golgi’de ATF6 luminal domaini ve transmembran domaini
sirasiyla Site 1 (S1P) ve Site 2 (SP2) proteazlar tarafindan proteolize ugrar. Sonug
olarak, ATF6’nin bZIP domaini igeren N-terminal sitozolik domaini [ATF6(N)],
niikleusa taginir ve UPR hedef genlerinin aktivasyonunu saglayan transkripsiyon
faktorti gibi davranir [1]. ERAD komponentlerini indiikleyen ER saperonlarinin
[6rnegin; BIP, protein disiilfid izomeraz (PDI)] ve Xbp1’in ekspresyonlarini artirir
(Sekil 2.10) [36].
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v'ylﬁ(l,~

Proteozom

PERK —® B IRE1, —® ® ATF6
Cleavage
Fosforilasyon l l \ <} &b
- Splicing :
PoiF2a — elF2a ;2 g C:
GADD34 XBP1 mRNA k
/ l PP I l Golgi

Translasyonal azalma
ATF4 XBP1s ATF6(N)

Sagkalim

$aperonlar Saperonlar
XBP1 Lipojenez
[—> CHoP [—> ERAD — aperoniar
ATF4 Antioksidanlar XBP1s komponentleri  ATF6(N) XBP1

A WA WA

Gen ekspresyonu

Nukleus

Sekil 2.10. ERS kosullar1 altinda sagkalim sinyalleri [36].

Ozet olarak UPR, ER’nin protein katlama kapasitesini artirmak i¢in ER
saperonlarini  ve Kkatalizorlerini  kodlayan niikleer genlerin transkripsiyonel
indiiksiiyonunu saglar. ER’de biriken katlanmamis protein konsantrasyonunu
azaltmak i¢in genel translasyonu azaltarak ER’den hatali katlanmis proteinleri kisa
zamanda uzaklastirmak icin ERAD’1 diizenler. Boylece hiicrenin hayatta kalimi
saglanmis olur (Sekil 2.10) [5].

2.4.4. ER Stresine Bagh Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz, ER islevlerinin ciddi bir sekilde zarar gormesi sonucunda hasar
goren hiicreleri elimine ederek organizmayi korumak amaciyla meydana gelir [47].
En az ii¢ apoptoz yolagi bilinmektedir. Bunlardan ilki CCAAT/EBP homolog
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proteinin (CHOP/DDIT3) transkripsiyonel aktivasyonudur. Siddetli ER stresine
cevap olarak, PERK-elf2a-ATF4 yolagi CHOP gibi proapoptotik faktorlerin
transkripsiyonunu aktive eder. CHOP, bZIP transkripsiyon faktorlerinin C/EBP
ailesinin bir tiyesidir [36]. CHOP ayni zamanda gelisimi durdurucu ve DNA hasar
indiikleyici gen 153 (GADDI153) ve DNA hasar indiiklenebilir transkrip 3 (DDIT3)
olarak bilinir. Bcl-2’nin ekspresyonu CHOP ekspresyonundan fazla oldugunda
CHOP indiiklii apoptozu indiiklerken, CHOP ekspresyonunun fazla olmasi Bcl-2
proteininin azalmasina neden olur [48]. Uzun siiren stres boyunca PERK ve IRE1
yolaklart CHOP’ta birleserek muhtemelen birbirlerinin etkilerini artirirlar (Sekil
2.11). CHOP ile indiiklenen apoptoz mekanizmasinda ER oksidoreduklin (ER
oxidoreduclin 1a, EROla), GADD34 ve TRB3 gibi hedef genler tanimlanmustir [5].

Ikincisi; IRE1, tiimdr nekroz faktdr reseptor iliskili faktor 2 (TRAF2) ve
apoptoz sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASK1) kompleksi tarafindan diizenlenen c-Jun
NH2 terminal kinaz (JNK) yolaginin aktivasyonudur [49].

Xanlis katlanmig proteinler
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Sekil 2.11. ER stresi kosullar1 altinda apoptoz sinyali [36].

Ucgiinciisii ise ER iliskili Kaspaz 12’nin aktivasyonudur. Oliim reseptorii
aracili ya da mitokondri hedefli apoptotik sinyaller tarafindan aktive olmazken, ERS
tarafindan aktive edilmektedir. Prokaspaz 12 endoplazmik retikulumun sitoplazmik
kisminda bulunur ve ER stresi ile yariklanir ve aktive olur. Kaspaz 12 sadece
rodentlerde ekspre olmaktadir. Insandaki homologu evrim sirasinda gesitli
mutasyonlar tarafindan susturulmustur [9]. Kalsiyum bagimli sistein proteaz
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ailesinden kalpainlerin Kaspaz 12 aktivasyonunda rol oynadigi gosterilmistir.
Kalpain eksik fare embriyonik fibroblastlarinda ERS ile indiiklenen Kaspaz 12
aktivasyonunda azalma ve ERS iliskili apoptoza direng gosterdikleri gozlenmistir
[50]. Buna ek olarak IRE1’in TRAF2 araciligiyla Kaspaz 12’nin oligomerizasyonunu
ve yariklanmasini indiikledigi gosterilmistir [51]. Kaspaz 12’den baska Kaspaz 3, 6,
7, 8 ve 9 ¢esitli ERS ¢alismalarinda gosterilmistir. Ozellikle Kaspaz 12°nin ERS ile
indiiklenen apoptoza aract oldugu ileri siiriilmektedir [52]. Yariklanan Kaspaz 12,
prokaspaz 9’un yariklanmasina neden olur. Aktif Kaspaz 9’da Kaspaz 3’ilin
aktivasyonuna neden olarak apoptoz gerceklesir [53] (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Baslatilan Apoptoz Mekanizmalar1 [54].

Ayrica, BAX/BAK gibi ¢esitli proapoptotik Bcl-2 aile iiyeleri IREla ile
etkilesime girerek, IREla’nin RNaz/kinaz aktivitesini artirir. Sonug olarak, XBP1
spliced olur, XBP1’in hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu gerceklesir,
JNK fosforilasyonu ve apoptoz meydana gelir [36].

Son zamanlarda yapilan birgok ¢alismada; Obezite, Ateroskleroz, Kalp,
Karaciger ve Norodejeneratif hastaliklarda goriilen fizyopatolojik ve metabolik
degisikliklerin ERS ve UPR sinyal yolag: ile iliskili olabilecegini gdsteren bir¢ok
veri bulunmaktadir [1]. Yapilan ¢alismalar; ERS’nin pankreatik B hiicre hasarina ve
insiilin direngliligine katkida bulunarak diyabet patogenezinde rol aldig1 yoniindedir.
UPR komponentlerinin B hiicrelerinde ¢ift yonlii rolleri vardir. Fizyolojik kosullarda
yararlt diizenleyiciler olarak hareket ederken, kronik stres kosullarinda hiicreyi
apoptoza yonlendirebilmektedir. Ayrica, ERS Tip 2 diyabette insiilin direngliligi ve
obeziteyle baglantili olabilir. Yiiksek oranda yagli beslenme ve obezite karacigerde
ERS indiikler ve insiilin sinyalini JNK aktivasyonu ile baskilar. In vitro ¢aligmalar,
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Tip 1 diyabette sitokinle indiiklenmis B hiicre yikiminda ERS’nin rolii olabilecegi
yoniindedir [10].

2.5. Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus (DM), insiilin salgis1 yokluguna veya dokularin insiilin
duyarliliginda azalmaya bagli karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinin
bozulmasimi kapsayan bir sendromdur [55]. Diyabet hiperglisemi ile poliiiri (¢ok
idrar ¢ikarma), polidipsi (¢ok su igme), kilo kayb1 bazen polifaji (¢ok yemek yeme)
gibi bulgulara neden olur. Hastaligin ortak sonucu olan kan sekeri yiiksekligi
(hiperglisemi) kontrol altina almmazsa zaman i¢inde diyabetin kronik
komplikasyonlar1 olarak kabul edilen retinopati, nefropati, periferik ve otonom
ndropati gibi mikrovaskiiler diizeydeki problemlerden kaynaklanan sorunlar ortaya
cikar. Diyabetin varligi, diyabete 0zgii olmayan koroner kalp hastaliklari,
serebrovaskiiler hastaliklar ve periferik damar hastaliklart gibi makrovaskiiler
sorunlarin daha erken yaglarda ortaya ¢ikmasina ve daha agresif seyretmesine de
neden olabilir. Boylece diyabet, hastalarin yasam kalitesini diislirdiigli gibi yasam
stiresini de kisaltabilir [56].

Diyabetes mellitusun iki tipi vardir:

1. Tip 1 diyabet, insiilin salgis1 yokluguna baghidir. Insiiline bagmli
diyabetes mellitus olarak da adlandirilir.

2. Tip 2 diyabet, hedef dokularin insiilinin metabolik etkilerine
duyarliliklarinin azalmasina bagli olarak gelisir ve insiiline bagimli
olmayan diyabetes mellitus adini alir [55].

2.5.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus
Bu hastalikta insiilin  yapimindan sorumlu pankreasin  Langerhans
adaciklarindaki beta hiicrelerinin ¢ogunlukla otoimmiin kaynakli harabiyetine bagli
olarak mutlak insiilin eksikligi gézlenir. Tip 1 diyabet, bu hastaliga genetik yatkinlig
olan kisilerde genellikle enfeksiyon, stres veya travma gibi bir olay sonrasinda
tetiklenmektedir. Diyabet hastalarinin %5-10"u Tip 1 diyabetlidir [56].
Tip 1 diyabetin gelisiminde genetik ve ¢evresel faktorler etkilidir.

1. Genetik Faktorler:

HLA genlerinin Tip 1 DM gelisiminde 6nemli rolleri vardir. Tip 1 DM’de
genetik yatkinliktan ve koruyuculuktan sorumlu insan 16kosit antijen genleri (human
leukocyte antigen, HLA) genleri, 6. kromozomun kisa kolu tizerinde (6p21) yer alan
major histokompatibilite kompleksine (MHC) lokalize bolgelerdir. Bu bolgeler Tip 1
DM gelisimindeki yatkinligin % 45-60’mdan sorumlu tutulmaktadir [57, 58]. Bu
genlerin Tip 1 DM gelisim patogenezindeki fonksiyonlarinin tam olarak roliiniin ne
oldugu anlasilamamasina karsin immun cevabin gelisiminde (T hiicrelerine antijen
sunumu gibi) énemli fonksiyonlarinin oldugu disiiniilmektedir. HLA genlerinin Tip
1 DM gelisiminde dnemli rolleri oldugu kadar koruyucu rolleri de mevcuttur. HLA-
DR2 geninin koruyucu 6zelligi mevcut iken HLADR3/DR4 pozitifliginin Tip 1 DM
gelisimi i¢in yatkinlastirict genler oldugu 6ne siiriilmiistiir [57, 59].
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MHC genleri, birgok HLA genlerini kapsayan class I, II ve III gen bolgeleri
olarak siiflandirilmaktadir. MHC genleri bilinen en polimorfik genlerdir. Tip 1 DM
ile iligkisi gosterilen ilk genler HLA class I genleri olup daha sonraki yapilan
calismalarda HLA class Il genlerinin de Tip 1 DM ile daha yakin iliskisinin oldugu
saptanmistir. Su an icin Tip 1 DM gelisiminde en 6nemli genetik faktor HLA class II
genleri olup en 6nemli bilinenleri HLA DR, HLA DQ, HLA DP dir. Beyazlarda
HLA-DR4-DQ8 ve HLA-DR3-DQ2 haplotipleri maksimum yatkinlik saglarken,
DR2-DQ6 ve DR5’in koruyucu genler oldugu saptanmistir. Su an i¢in Tip 1 DM
gelisiminde en 6nemli genetik faktor HLA sinif II genleri olup bilinen en 6nemlileri
HLA-DR, HLA-DQ, HLADP’dir. HLA-DQ antijenindeki aminoasit degisikliklerinin
diyabet gelisimini etkiledigi saptanmistir. Tip 1 DM hastalarinin biiyiik ¢ogunlugu
HLA DR3 ve DR4 smuf II antijenlerini tagimaktadir. HLA-DR3 veya DR4
antijenlerinin varliginda Tip 1 DM gelisme riskinin 2-3 kat, her ikisinin varliginda
ise riskin 7-10 kat arttig1 saptanmistir. Tip 1 DM’de yatkinlig1 saglayan HLA genleri
ile iligkili olmayan genler de tanimlanmistir. Bunlar, diyabete yatkinligin %10’undan
sorumlu olan ve 11p5.5 kromozomda yer alan IDDM2 ile 2933 kromozomunda yer
alan ve T hiicre aktivasyonundan sorumlu olan IDDM12 genleridir [57, 59].

Cevresel Faktorler:

Tip 1 diyabette otoimmiin patogenezde cevresel faktorlerin roliinii aragtirmak
tizere monozigot ikizlerde yapilan ¢aligmalar, bir kardesinde Tip 1 diyabet olan
cocugun ayni genetik yapiya sahip diger kardesinde diyabet goriilme oraninin %30-
50 oldugunu gostermistir. Bu oran sadece genetik temelin yeterli olmadigini,
otoimmiin aktivasyonu tetikleyecek c¢evresel faktorlerin varliginin da ¢ok Onemli
oldugunu gostermektedir. Saglikli insanlarda immiin sistem effektor hiicreleri kendi
hiicrelerini tanirken hiicresel biitlinliigii bozan bir¢ok faktor bu immiin toleransin
bozulmasimna neden olur. Beta hiicrelerinde immiin toleransin bozulmasina ve
otoimmiinitenin aktivasyonuna neden olan etkenlerin basinda viriisler, toksinler ve
bazi gida maddeleri gelir. Viriisler (6rnegin; Retrovirus, Coxsackie B) beta hiicresini
enfekte ederek ya da enfekte etmeden yikima ugratirken, bakteriyel bazi toksinler
[6rnegin; streptozotosin (STZ), alloksan, vakor] bir siiper antijen olarak T hiicre
reseptoriiniin VB bolgesi ile antijen sunan hiicre yiizeyindeki MHC Class I
molekiilii arasinda baglanmay1 saglayarak otoimmiin yikimi baglatabilir [60].

2.5.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus’un %80-90’1 Tip 2 diyabettir. Tip 2 DM insiilin direnci ve
beta hiicresi insiilin salgi kusuru birlikteligi ile ortaya cikar [60]. Insiilin direnci,
normal miktarda insiilinin hedef dokulardaki duyarliliginin beklenenden az olmasidir
[55]. Direng olugsmasinda, genetik etkinin yani sira, genetik olmayan etkiler de yer

alir. Genetik dis1 etkilere drnek olarak diigsiik dogum kilosu, obezite ve yasam tarzi
verilebilir [60].

Insiilinin hedef dokular1 karaciger, kas ve yag dokusudur. Insiilin karacigerde
glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek hepatik glikoz iiretimini baskilar.
Ayn1 zamanda glikozun kas ve yag dokusuna alimin1 ve burada enerji kaynagi olarak
depolanmasini saglar. Insiilin direnci gelisen ortamda, insiilinin karaciger, kas ve yag
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dokusundaki bu etkilerine kars1 direng olusur ve gerek hepatik glikoz ¢ikisinda artis
(hepatik insiilin direnci) gerekse kas ve yag dokusu igine alinamayan glikoz
(periferik insiilin direnci) ile kanda hiperglisemi gelisir. Hiperglisemiyi kompanse
etmek i¢in beta hiicresinden daha fazla insiilin salimimi gergeklesir. Fakat beta
hiicresi de fonksiyonlarin1 kaybetmeye basladiginda insiilin salinim eksikligi ve
sonucunda diyabet meydana gelir [60].

Insiiline hassas dokularda, insiilin insiilin reseptdriine baglanir ve reseptor
otofosforillenir. Aktive olan reseptor, adaptér molekiiller olan insiilin reseptor
substrat 1 ve 2 (IRS1 ve 2)’yi fosforiller. Bu fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3-kinaz)’in
akivasyonunu saglar. Sonra insiilinin anabolik faaliyetlerine dahil olan Rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR), protein kinaz C (PKCs) ve protein
kinaz B (PKB) yolaklarinin aktivasyonu gergeklesir. Insiilin sinyalin bozulmasi,
insiilin direngliliginde goriilen bir durumdur ve insiilin sinyal yolagmin ¢esitli
diizeylerinde meydana gelebilir. Oncelikle, IRS proteinlerinin insiilin ile indiiklenen
aktivasyonu IRS tyrosine rezidiilerinin yerine serin rezidiilerinin fosforillenmesi ile
susturulur. Serin rezidiilerinin fosforillenmesi bazi kinazlarin araciligi ile olur.
Bunlarin iginde mTORCI, c-jun N-terminal kinaz (JNK), ¢ift sarmalli RNA aktive
eden protein kinaz (PKR), K kinaz inhibitori (IKK) ve PKCs’ler yer alir. Bunlarda
(lipid ikinci tasiyicilari) seramidler, DAG, proinflamatuvar sitokinler ve reaktif
oksijen tiirleri tarafindan aktive edilir (Sekil 2.13) [61].

mTORC1,JNK
IKK...

7 Glikoz tutulumu
2 Glikojen sentezi

7 Lipogenez

N Glikoneogenez

Sekil 2.13. insiilin sinyal yolag: [61].

22



2.5.3. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabetin etiyopatogenezinin ve patolojisinin arastirilmasinda, tedavisinde
diyabetik hayvan modelleri kullanilmaktadir. Olusturulan hayvan modelleri ile hem
zaman probleminin {istesinden gelinir hem de diyabet sonucu meydana gelen
komplikasyonlarin mekanizmas: kolaylikla incelenir. insandaki diyabete benzer
sendromlar bir¢ok hayvan tiirlinde farkli uygulamalar ile olusturulmaktadir.
Biyomedikal ¢aligmalarda siklikla kullanilan diyabet modelleri:

» Kimyasal yolla olusturulan diyabet: Streptozotocin (STZ), Alloksan (ALL) ve
ferrik nitrilotriasetat (Fe-NTA) deneysel diyabet olusturmak i¢in kullanilan
kimyasallardir [62]. Bu kimyasal ajanlardan STZ digerlerine gore daha uzun
yart 0mre sahiptir (15 dakika), hiperglisemi daha uzun siire devam eder ve
modelde goriilen 6liim oran1 da daha azdir [63].

» Spontan (genetik yolla) diyabet: Bu modelde puberteden hemen sonra
diyabetik fenotip gosteren BB siganlar, insilin 2 geninde mutasyon olan
Akita fareler ve leptin reseptoriinden tyksun Zucker diyabetik sisman si¢anlar
kullanimaktadir.

» Viral diyabet: Beta hiicre yikimimi baslatan viriisler (Coxsackie B virtis,
encephalomyocarditis viriis ve Kilham si¢an viriis) kullanilir.

» Cerrahi diyabet: Pankreasin tamamen cerrahi olarak ¢ikartilmasi
(pankreatektomi) ile diyabetin indiiklendigi az tercih edilen diger bir tekniktir
[64].

2.5.3.1. Streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis Diyabet Modeli

Streptozotosin (STZ), rodentlerde deneysel diyabetin indiiklenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir kimyasaldir. STZ tek basina veya diger kimyasallar ya da
diyetsel manipiilasyonlar ile birlikte uygulanarak hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabet
indiiklenebilir. Rodentlerde Tip 1 diyabet tek STZ enjeksiyonu ile indiiklenirken, Tip
2 diyabeti indiiklemek igin en az ii¢ tane yontem vardir. Bunlar: Nikotinamid
uygulamasindan sonra STZ enjeksiyonu, diisik doz STZ enjeksiyonunu takiben
yiiksek yagl diyet ile besleme ve neonatal periyot sirasinda STZ enjeksiyonudur.
STZ’nin hazirlanmasi ve enjeksiyonlari igin standart bir protokol yoktur. Diyabetik
durum hayvanlarin yasina, cinsiyetine, viicut agirliklarma, tiirlere ve irklara gore
cesitlilik gostermektedir [65]. Cogunlukla farelerde olusturulan diyabet modelinde
kullanilan STZ ya tek yiiksek doz olarak 100 ile 200 mg/kg™ araliklarinda [63] ya da
¢oklu diisiik doz olarak 20 ile 40 mg/kg™ araliklarinda arka arkaya 5 giin boyunca i.p.
olarak uygulanir [66].
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Sekil 2.14. Streptozotosinin Kimyasal Yapisi [65].

STZ  (2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrozoiire)-D-glikopiranoz) ~ Streptomycetes
achromogenes bakterisi tarafindan ftretilen genis spektrumlu bir antibiyotiktir.
Kimyasal yapisinda bir glikoz molekiilii (deoksi formda) igerir ve bu kistm STZ nin
sitotoksik etkisini ortaya c¢ikardigini diislinlilen methilnitrozoiire fonksiyonel
parcasina bagli durumdadir (Sekil 2.14). Glikoz fonksiyonel pargasi kimyasali
pankreatik beta hiicrelerine yonlendirir [65].

STZ intraperitonel (i.p.) ya da intravendz (i.v.) olarak uygulandiktan sonra,
pankreatik B hiicrelerine GLUT?2 tasiyicist ile girer ve methilnitrozotiire fonksiyonel
parcast ile DNA’y1 alkiller. Metil grubunun STZ’den DNA molekiiliine transferi
DNA fragmentasyonu ile sonuglanan hasara neden olur. DNA’y1 tamir etmek igin,
poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) uyarilir. Bu enzim, nikotinamid adenin
diniikleotit molekiillerini kullandig: i¢in hiicresel NAD" tiikenir ve sonug olarak ATP
depolarida eksilir. Hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi [ hiicre olimii ile
sonuclanir. STZ proteinleri metilleyerek B hiicrelerindeki islevsel hasarlara katkida
bulunsa da, DNA metilasyonu B hiicre 6liimiinden sorumludur [67]. Mitokondrideki
ATP’nin defosforilasyonunun artmas: ile siiperoksit radikallerinin olusumuna neden
olan substratlar agiga cikar. Bu substratlardan ksantin oksidaz aracilig1 ile hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri meydana gelir. STZ Krebs dongiisiinii de inhibe
ederek, mitokondrinin oksijen tiiketimini azaltir. STZ maruziyeti sonucu fazla
miktarda NO olusur ve bu durum akonitaz aktivitesini inhibe eder. Sonug¢ olarak
DNA hasar goriir ve B hiicreleri makrofajlar tarafindan pargalanir (Sekil 2.15) [68].
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Sekil 2.15. Rodent pankreasina ait § hiicrelerinde STZ ile indiiklenmis toksik olaylarin mekanizmasi
[68].

2.5.4. Diyabetes Mellitusta UPR’nin Rolii

Diyabetes mellitus, diinya ¢apinda énemli bir saglik sorunu olusturmaktadir.
Uluslararas1 Diyabet Fedarasyonunun yaptig1 aciklamaya gore 2014 yili sonu itibari
ile tiim diinyadaki diyabet niifusu 387 milyon iken bu saymnin 2035 yilinda 592
milyona ulagsmasi beklenmektedir [69]. Hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetin patojenik
mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamistir. Son yapilan ¢alismalar, ERS ve/veya
UPR sinyalinin diyabet patogenezinde 6nemli rol oynadiklarin1 gostermektedir [70,
71].

Onemli endokrin hormonlardan biri olan insulin viicuttaki glukoz, lipid ve
protein homeostazini kontrol eder [72]. ER, insiilin biyosentezinde énemli rol oynar.
Insiilin geni preproinsiilin polipeptidini kodlar. ER membran iizerinde bulunan sinyal
tanima partikiilii ve preproinsiiline bagh sinyal peptid arasinda ger¢eklesen etkilesim
ile sitoplazmada sentezlenen preproinsiilin  ER liimeninin i¢ine tasinir.
Preproinsiilinin sinyal peptidi ER’de yarilir ve proinsiilin iretilir. ER liimeninde
proinsiilin, ti¢ disiilfid bag yardimiyla dayaniklilik ve biyoaktivite i¢in gerekli olan
protein katlanmasi gecirir. Dogru bir sekilde katlanan proinsiilin daha sonra Golgi
aygitina tasinir ve sekretuvar graniillerde paketlenir. Proinsiilinden insiiline
dontistimii burada gergeklesir. Ekzositoz yolu ile olgun insiilin serbest birakilir.
Dolayist ile ER stresi, artan yanlis katlanmis proinsiilin nedeniyle beta hiicre islev
bozuklugunu ve diyabeti indiikleyebilir [73].
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UPR ozellikle diyabet ve obezitede gézlenen asiri besin yiiklenmesiyle
harekete gectigi gibi, UPR’de rol alan elementler (6rnegin, BiP ve IRE1) glukoz
yetersizligi ile upregiile olan genlerle de iliskilendirilmektedir [10].

Son yapilan calismalar PERK ve diyabet arasinda bir iliskinin oldugu
yoniindedir. Perk” fenotipine sahip farelerde endokrin ve ekzokrin pankreas normal
gelisse dahi dogumdan sonra Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde yeterli
insiilin  sentezinin yapilmadigi gosterilmistir. Dolayisiyla bu hayvanlarda
hiperglisemi ve serumlarinda insiilin azligina rastlanmistir [70]. Yapilan baska bir
calismada, Perk cksik farelerde fetal ya da yeni dogan pankreatik beta hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasinda cesitli bozukluklarin oldugu belirtilmistir. Bu
bozukluklarin pankreatik beta hiicre hacminde diisiise, proinsiilin katlanmasinda
hasara ve insiilin sentezinde azalmaya bagl siirekli neonatal diyabete yol agtig1 tespit
edilmistir [74]. Perk insan Langerhans adaciklarinin islevselliginde de oneme
sahiptir. Perk mutasyonundan kaynaklanan nadir gorilen Wolcot-Rallison
sendromunda, fare modellerinde goriilen benzer patolojiler olan biliylime geriligi,
iskelet displazisi ve otoimmiiniteye bagli olmayan [ hiicre yikimi ile baglayan erken
diyabetin varligi gosterilmistir [75].

Lipson ve ark. kisa [76] siireli yiiksek glukoz kosullarinin pankreatik ada
hiicrelerinde UPR sinyal proteinlerinden IREla aktivasyonunu indiikledigi ve
proinsiilin sentezini artirdigini belirtmislerdir. Buna karsin kronik yiiksek glukoz
maruziyetin IRElo’nin aktivasyonunu artirdigini ve insiilin mRNA ekspresyonunu
baskiladigini gozlemlemislerdir. IRElo’nin aktivasyonunu sonucu kirpilan X-box
baglayici protein 1 (XBP-1s)’in asir1 ekspresyonu glukoz ile uyarilan insiilin
sentezini bozdugu, beta hiicre apoptozunu artirdig1 ve insiilin seviyesini azalttig i¢in
hiperglisemik kosullarin isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir. ERS duyarh
ATF6’nin karaciger ve pankreasta glikoz metabolizmasinda role sahip oldugu
belirtilmistir. Yiiksek yagh beslenmeye maruz birakilan ATF6a’ farelerde erken
gelisim ve pankreatik B hiicrelerindeki azalan insiilin igeriginden kaynakli siddetli
glukoz intolerans1 gozlenmistir [77].

UPR komponentlerinin B hiicrelerinde ¢ift yonlii rolleri vardir. Fizyolojik
kosullarda yararli diizenleyiciler olarak hareket ederken, kronik stres kosullarinda
hiicreyi apoptoza yonlendirebilirler. Ayrica, ERS Tip 2 diyabette insiilin direngliligi
ve obeziteyle baglantili olabilir. Yiiksek oranda yagli beslenme ve obezite
karacigerde ERS’yi indiikler ve insiilin sinyalini JNK aktivasyonu ile baskilar. In
vitro caligmalar, tip 1 diyabette sitokinle indiiklenmis B hiicre yikiminda ERS’nin
rolii olabilecegi yoniindedir [10].

Diyabet hastalarinda ERS kaniti 6zellikle ERS belirteclerinin protein ve
mRNA diizeylerinin belirlenmesine dayanir. insanda Tip 2 diyabetin markerlar fikse
edilmis pankreatik boliimlerde ve izole edilen adaciklarda gosterilmistir.
Donorlerden elde edilen adaciklar yiiksek glukoz kiiltiir ortaminda ERS markerlari
olan GRP-78 ve XBP1’i, diyabet olmayan donérlerden alinan adaciklara gére daha
fazla ekprese ettikleri gosterilmistir. Yapilan bir bagka ¢alismada da Tip 1 diyabetli
13 dondrden alinan pankreatik parcalarda GRP-78, XBP1 ve CHOP
ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir [78]. Artan glikoz hiicreye asir1 yiiklenebilir,
mitokondriyal ve ER islevlerini bozabilir. Son yapilan calismalar ER homeostazinin
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bozulmasi1 durumunda B hiicrelerinde proinsiilin sentezinin, katlanmasinin ve isleme
tabi tutulmasinin bozuldugu yoniindedir [71].

Sonug olarak, yapilan ¢alismalar ile ERS ve UPR hem artan insiilin
direngliligine hem de azalan [ hiicre kitlesi gibi diyabet patofizyolojisine dahil
oldugu sadece insiilin bagimli dokularda gosterilmistir.

2.5.5. UPR Transmembran Proteinlerinin Memeli Ovaryan Folikiillerindeki
Rolleri

Memeli ovaryan folikiilerin gelisimi boyunca, sadece limitli sayida folikiil
ovulasyon icin secilmekte ve bu folikiillerin % 99’undan fazlasi gelisimin cesitli
evrelerinde dejeneratif siirece girerek ve atreziye ugramaktadir [79]. Yapilan
caligmalar; memeli ovaryumlarinda teka hiicre dejenerasyonunu takiben folikiiler
atrezinin granuloza hiicre apoptozu ile baslatildigini gostermektedir. Antral
folikiillerde, atrezinin erken donemlerinde apoptotik hiicreler granuloza tabakasinin
i¢ ylizeyinde gozlenir ve atrezi ilerledikce granuloza tabakasina yayilir. Memeli
ovaryumunun granuloza hiicrelerinde aktif olarak tanimlanan iki bagimsiz apoptotik
sinyal yolagi tanimlanmistir. Bunlardan biri ligand/ reseptoér bagimli ve digeri ise
mitokondri bagimlidir [80]. Son ¢alismalar, endoplazmik retikulumun apoptozu
baslatmaya yonelik etkilerinin olabilecegi lizerinedir [81].

Memelilerde, ovaryan folikiillerin anormal yiliksek oranda atrezisi kronik
infertiliteyle sonuglanabilir [82]. Lin ve ark. 2012 [83] yilinda in vivo ve in vitro kegi
ovaryumlarinda atreziye gidecek ovaryan folikiil se¢iminin diizenlenmesinde ER
stresinin rol aldigim1 belirtmislerdir. Bu c¢alisma, atretik folikiillerin granuloza
hiicrelerinde GRP-78 ve CHOP ekspresyonlarinin arttigint ve bu hiicrelerin
Tunikamisin varligit ya da besin yoklugunda apoptotik hiicre Oliimiine gittigi
gosterilmistir. Hem ATF6’nin hem de PERK/elF2a/ATF4 sinyali’nin granuloza
hiicre apoptozunda rol oynadig1 belirtilmistir.

ERS aracil1 apoptotik yolagin granuloza hiicre apoptozunda aktive oldugunu
gosteren diger bir calisgmada, ER spesifik apoptoz yolagini diizenleyen UPR
aktivasyonunun gostergesi GRP-78, CHOP ve Kaspaz 12 ekspresyonlari
degerlendirilmistir. Tunikamisin ve Thapsigargin ile apoptotik yikim indiiklenen fare
granuloza hiicrelerinde CHOP ve Kaspaz 12 apoptotik granuloza hiicrelerinde
gozlenirken, bu hiicrelerde GRP-78 ‘e rastlanmamustir [82].

Hyo- Jin ve ark. 2013 [84] yilinda katlanmamis protein cevap (UPR) sinyal
yolaginin sigir dstrus siklusu boyunca korpus luteum gelisiminde, devamliliginda ve
gerilemesinde rol oynadigini gostermislerdir. GRP-78, ATF6 ve XBP1 gibi UPR
sinyalindeki baz1 genlerin korpus luteumun gelisimi ve devamlilifinda proteinlerin
dogru katlanmasina yardimci olan molekiiler saperonlar gibi davrandigim
belirtmislerdir. Bunun yaninda fosfo-IRE1 ve CHOP’ un hem adaptif cevapta hem de
ERS aracil1 apoptozda rol oynadiklari gosterilmistir.
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GEREC VE YONTEM
3.1. Denekler
i Calismada Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Bakim ve Uretim
Unitesi’nden temin edilen 31 adet pubertal 24 giinliik Balb/C irki disi fare kullanildi.
Deney gruplar1 asagida belirtildigi sekilde olusturuldu:

1) Kontrol grubu;

2) Cozgen grubu; sodyum sitrat tamponu (N5, Tri- Natrium citrate 5,5 hydrat,
MERCK) (0.1M, pH 4.5) intraperitonal olarak verilen grup (n=6).

3) Diyabet grubu; tek doz 90 mg/kg streptozotosin (STZ, S0130, Sigma
Aldrich) intraperitonal olarak verilen grup (n=15).

3.2. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabetik fare modeli olusturmak i¢in 24 giinliik disi farelere taze hazirlanan
sodyum sitrat tamponunda ¢oziilen STZ 90 mg/kg dozda 100ul sitrat tamponunda
¢oziilerek intraperitonel olarak enjekte edildi [85]. Diyabet modelinin takibi i¢in
enjeksiyondan sonraki 2., 7. ve 14. giinlerde farelerin kuyruk veninden alinan kan
orneklerinden glukometre (DIAVUE, BioCare Corporation) yardimi ile kan sekeri
Olctimleri yapildi. 14. giinde kan sekeri degeri 300 mg/dI’nin iizerinde ¢ikan disi
fareler diyabetik kabul edilerek deneye dahil edildi. Kontrol grubuna ait disi farelere
higbir uygulama yapilmaz iken, ¢ozgen grubuna ayni miktarda sitrat tamponu (100
ul) enjekte edildi (Sekil 3.1).

STZ
o

0. giin 2. giin 7. giin 14. giin

1N i 0

Kan Sekeri Kan Sekeri Kan Sekeri
Slgtimii Slgtimii oletimii
Diyabetik = 300 mg/dl

Ovaryum

»IHK
»>WB
»qRT-PCR

Sekil 3.1. Diyabet fare modelinin olusturulmasi ve uygulanan metodlar.

3.3. Doku Eldesi ve Hazirlanmasi

STZ enjeksiyonundan sonraki 14 giinlik kan glukoz diizeyi takibinin
ardindan deneklere servikal dislokasyon ile 6tanazi yapildi. Ovaryumlar ¢ikarilarak,
rastgele secilen ovaryumlardan biri immiinohistokimya analizi i¢in rutin parafin doku
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takibine alindi. Diger ovaryumun ficte ikisi dondurma tiiplerine alinarak western blot
yontemi uygulanmak {izere sivi nitrojende (-196°C) saklandi. Bu ovaryumun kalan
ticte birlik kismi steril ependorflara alinarak iizerine 300 pl lizis soliisyonu konulup
RNA izolasyon islemine kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandu.

3.3.1. Parafine Gomme Islemi i¢cin Doku Takibi

Alman ovaryum 6rnekleri Bouin fiksatifi igine alinarak +4 °C’de 6 saat tespit
(fikse) edildi. Tespitten sonra, dokular %70’lik, %80, %90 alkol serilerinin her
birinde 24 saat ve %100’liik alkolde 3 saat tutularak sudan kurtarma islemi
gerceklestirildi. Ksilol igerisinde bir dakika bekletilerek seffaflastirilan dokular
58°C’lik etiivde, ii¢ kez 1’er saat parafinize edildi. Uciincii saatin sonunda dokular
temiz parafine gomiilerek parafinin oda 1sisinda katilasmasi saglandi.

3.4. Immiinohistokimya Yontemi

Tim deney gruplarindaki ERS yolagi proteinlerinin  ovaryumdaki
lokalizasyonlarini ve ekspresyon seviyelerini gostermek amactyla
immiinohistokimyasal boyama yontemi gergeklestirildi.

Kullanilan Soliisyonlar
» PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz Soliisyonu):
e 7.2 gr Na2HP04.12H20 (Merck)
e 0.8 gr KH2P04 (Merck)
e 16 gr NaCl (Merck)
Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su icerisinde ¢oziildii ve 2N NaOH ile
pH’s1 7.4 olacak sekilde ayarlandi.

» Sitrat Tamponu
e 2.1 grsitrik asit
e 900 ml distile su
900 ml distile suda sitrik asit ¢oziildiikten sonra pH 6’ya ayarlandi.

> %3’liik H202 Soliisyonu:
63 ml Metanol (#1.06008.2500; Merck) ve 7 ml %35 H202 (18312, Sigma
Aldrich) eklenerek aliiminyum folyoya sarili sale i¢erisinde hazirlandi.

> Bloklama Soliisyonu: Ultra V  Block (#TA-125-UB; Thermo
Scientific/LabVision)

» Antikor Diliient Soliisyonu: Antibody Diluent Reagent (003118, Invirogen
Corporation)

» Streptavidin Peroksidaz Kompleksi: Horseradish peroxidase Streptavidin
(1325114A, Invitrogen Corporation)
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» Kromojen/Substrat: DAB Kromojen (TA-012-HDC), DAB Substrat (TA-
125-HDS)

» Mayer’in Hematoksileni: Mayer’s Hematoxylin (#1.09249.1000; Merck)
» Kapatma Soliisyonu: Entellan (#1.07961.0100; Merck)

Pozitif yiiklii lamlara alinan 5 mikrometre kalinligindaki parafin kesitler 1
gece boyunca 56 °C’de etiivde bekletildi. Parafinden kurtarma (deparafinizasyon igin
parafin Kkesitler 2 kez 10’ar dakika ksilolden gegirildi. Daha sonra derecesi giderek
azalan alkol serilerinin her birinde 5’er dakika (%100, %90, %80, %70) bekletildi.
Ardindan distile su ile 5 dakika muamele edilerek yikandi. Dokudaki antijenik
maskelenmenin ortadan kaldirilmasi i¢in kesitler, 200 ml sitrat tamponu i¢ine alindi
ve mikrodalga firinda (665 watt) iki kez 5’er dakika tutuldu. Siire sonunda
mikrodalga firin disina alinan kesitler 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi.
Kesitlerin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildikten sonra 3 defa 5’er dakika fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisinden (PBS; pH: 7.2-7.4) gecirildi. Bir sonraki basamakta
dokulardaki alkalen fosfataz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in kesitler metanolle
hazirlanmis %3’liikk hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.
Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra spesifik olmayan
immunoglobulin (Ig) baglanmalarini 6nlemek amaciyla bloklama solusyonu ile 7
dakika isleme tutuldu. Bloklama soliisyonu uzaklastirilarak kesitler primer antikorlari
ile +4 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Calismada kullanilan antikorlar ve dillisyon
oranlar1 Cizelge 3.1’de gosterilmistir. Kesitler inkiibasyon sonunda PBS ile ii¢ kez
beser dakika yikandi. Daha sonra sirasiyla, 1 saat biyotinlenmis anti- tavsan sekonder
antikoru (BA- 1000 Vector Laboratories) ile inkiibe edildi ve 3 kez 5’er dakika PBS
ile yikamanin ardindan 20 dakika streptavidin peroksidaz kompleksi ile inkiibe
edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler DAB (Lab Vision TA-
060-HDX) ile 2-5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra kesitler distile suya alindi ve
ardindan Mayer hematoksilen ile 10 saniye zit boyama uygulanip akar musluk
suyunda yikandi. Kesitler artan alkol serilerinden gecirilerek sudan kurtarildi ve
ksilolde seffaflastirildiktan sonra Entellan ile kapatilip Axioplan 151k mikroskobunda
(Zeiss, Almanya) incelenerek fotograflandirildi.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlart.

Primer Antikor Katalog Numarasi Diliisyon Sekonder Antikor
. #3177 Cell Signaling 1:600 # BA- 1000 Vector
BIP .

Technology Laboratories

PERK bs- 3330R Bioss 1:75 # BA- 1000 Vector
Antibodies Laboratories

#2202 Cell 1:100 # BA- 1000 Vector
KASPAZ 12 Signalling Laboratories

Technology

DDIT3 ab179823 Abcam 1:50 # BA- 10Q0 Vector

Laboratories
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3.5. Western Blot Analizi
Kullanilan Soliisyonlar

>

Lizis tampon soliisyonu:

0,1M Tris: 0,6 gr Tris (#1.08387.0500; Merck) 40 ml bidistile suda ¢oziildi.
pH 7.4’e ayarland1. Son hacim bidistile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
Sodyum-ortohovanadate: 0.184 gr Na-orthovanadate (#L4390; Sigma
Aldrich), 10 ml Tris (pH 10) (0.1M tris:0.6gr/50ml) ile ates tizerinde ¢6ziildii.

Lizis tamponunu hazirlamak i¢in ise 10 ml 0.1M Tris (pH 7.4), 90 ml bidistile

su, 1 ml Na-orthovanadate karistirildi. Hazirlanan soliisyona 1 gr SDS (Katalog No:
#161-0302, BIO-RAD) eklendi ve lizis tamponu elde edildi.

» Proteaz inhibitor kokteyli (#P8340; Sigma Aldrich)

» %30 akrilamid-bisakrilamid soliisyonu: 154gr 37.5:1 oranindaki
akrilamid- bisakrilamid ACRYL/BIS 37.5:1, #1052C146, Amresco) 40 ml
bidistile su icerisinde ¢oziildii.

» AXtris-HCL/SDS, pH 8.8: 18.15 gr Tris, 40 ml bidistile su igerisinde
¢oziildii pH 8.8’¢ ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Son olarak 0.4 gr SDS eklendi.

» AXtris-HCI/SDS, pH 6.8: 6.05 gr Tris, 40 ml distile su igerisinde ¢oziildii.
pH 6.8’e ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Son olarak 0.4 gr SDS eklendi.

> %10’luk Amonyum-persiilfat (APS): 0,1 gr toz APS (#7727-54; Amresco)
, 1 ml distile su i¢erisinde ¢oziildii.

» N,N,N"",N'""-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (#BCBH1254V;
Sigma Aldrich)

» Aynistiricl (Seperating) Jel:

Ayristiricl (Seperating) Jel %7,5’lik Tris-HCI Jel  %15°lik Tris-HCI Jel
%30 Akrilamid-bisakrilamid 3,75 ml 7,5 ml
4X Tris-HCL/SDS, pH 8.8 3,75 ml 3,75 ml
Distile su 7,5 ml 3,75 ml

Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’lik Falcon tiiplinde karistirildi ve

pipetleyerek karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan;

0,05 ml %10’luk Amonyum-persiilfat (APS)
0,01 ml TEMED

soliisyonlart eklendi. Birkac kez pipetaj yapildiktan sonra jel karisimi 2 cam plaka
arasina dokiildii. Yaklasik 45 dakika oda 1sisinda donmaya birakildi.

>

Toplayia (Stacking) Jel:
650 ul %30 akrilamid-bisakrilamid
1250 pl 4Xtris-HCI/SDS, pH 6.8
3050 pl bidistile su

31



Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’lik Falcon tiiplinde karistirildi ve
pipetleyerek karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan;
25 ul %10’luk Amonyum-persiilfat (APS)
5 ul TEMED
soliisyonlar1 eklendi. Birkag¢ kez pipetaj yapildi ve jel karisimi 2 cam plaka arasina
dokiildii. Ardindan uygun genislikteki tarak jel icerisine yerlestirildi.

» 5X Elektroforez yiiriitme soliisyonu:
9gr Tris
43.2 gr Glisin (#5.00190.1000; Merck)
3gr SDS (#161-0301; BioRad)
600 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH 8.3-8.6’da olacak sekilde ayarlandi.
1X Elektroforez yiiriitme soliisyonu: 5X stok soliisyondan 140 ml alindi ve
560 ml distile su ile 700 ml’ye tamamlandi.

» Transfer Tampon Soliisyonu (Blotting Buffer):
» 3grTris
» 14.3 gr Glisin
800 ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7.8-8 arasinda olacak sekilde

ayarlandi. Sollisyona daha sonra 200 ml metanol (#1.06008.2500; Merck) eklendi.
+4 °C’de sogutularak kullanildi.

» 10 X Tris Tamponlu Tuz (Tris Buffered Saline-TBS) Soliisyonu:
60.55 gr Tris
87.66 gr NaCl (#1.06404.1000; Merck)

800 ml distile suda ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml
olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

1X Tris Tamponlu (Tris Buffered Saline)-Tween 20 (TBS-T) Soliisyonu:

100 ml 10X TBS soliisyonuna 900 ml distile su eklenerek 1X TBS
hazirlandi. Daha sonra 1 litre 1X TBS’e 1 ml Tween 20 (#8.22184.0500; Merck)
eklenerek TBS-T ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

> Bloklama Soliisyonu:

%S5°1ik siit tozu: 5 gr. siit tozu (#170-6404; BioRad) 100 ml TBS-T igerisinde
¢Oziilerek hazirlandi.

» Chemiluminescent soliisyonu: (#34080 ; Thermo Scientific)

Luminol/gelistirici  soliisyon ve sabitleme soliisyonu 1:1 oraninda
karistirilarak hazirlandi.

» Membran Soyma (Stripping) Soliisyonu (#46430; Thermo Scientific)

» Gelistirme (Developer) Soliisyonu: 100 ml gelistirme soliisyonuna (#175
7314; Liford), 900 ml distile su eklenerek hazirlandi.
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» Sabitleme (Fiksatif) Soliisyonu:
50 ml sabitleme soliisyonuna (#1984565; Liford) 450 ml distile su eklenerek
hazirlandi.

3.5.1. Lizat Hazirlama

Doku temini esnasinda dondurma tiipleri i¢ine alinan ve sivi nitrojende (-
196°C) saklanan ovaryumlar seramik boncuklar igeren tiiplere ( MagNA Lyser Green
Beads, Roche) alindi. Uzerine 300 pl lizis soliisyonu ve 5 pl proteaz inhibitor
kokteyli eklendi. Magna Lyser (03358968001, Roche) cihazinda 6500 rpm’de 45
saniye santrifiij edilerek doku parc¢alama islemi yapildi. Daha sonra seramik boncuk
iceren tiipler 15000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Stipernatantlar alinip
¢Okelti kismi atilarak lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C de saklandi.

3.5.2. SDS-PAGE Western Blot protokol

Protein miktarlar1 distile su, 6rnek ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X,
Laemmli electrophoresis Reagent, Sigma, Katalog No: S-3401 ) oranlari ile esitlenen
omekler 5 dakika 95 °C’de kaynatildi. Calisilacak olan proteinlerin ve internal
kontrol olarak kullanilan Beta aktin proteininin kilo dalton agirliklar1 dikkate
alinarak uygun yiizdelerde jeller hazirlandi. PERK, BIiP ve XPB-1 igin %7,5’lik,
DDIT3 ve KASPAZ 12 igin % 15’lik poliakrilamit jel hazirlandi. Her kuyucuga 20
ul 6rnek, protein miktarlar esit olacak sekilde yiiklenerek Protean Tetra Cell, Mini
Trans Blot Modiil (# 165-8033; Biorad) tankinin igine yerlestirildi. 1X elektroforez
yiirlitme soliisyonu eklenerek, tank gii¢ kaynagina baglandi. Proteinler giic kaynagi
araciligi ile 80 Voltta 120-150 dakika elektroforez edildi.

Elektroforezin ardindan jeldeki proteinleri PVDF membrana (polivinilidin
difloriir) membrana (#162-0177; Biorad) aktarmak i¢in immunoblotlama yapildi. Bu
asamada PVDF membran, iistte ve altta ikiser adet filtre kagidi ve birer adet siinger
olacak sekilde sandvi¢ biciminde hazirlandi. Jelde yiiriitiilen proteinler, hazirlanan
sandvigte PVDF membranin iizerine alinarak tekrar mini protean III sistemindeki
tank icerisine alindi. Protean Tetra Cell, Mini Trans Blot Modiil tankina transfer
tampon soliisyonu eklenerek 32 Voltta +4°C’de gece boyu proteinlerin membrana
transfer olmasi gergeklestirildi.

Proteinlerin PVDF transferinden sonra, membran oda isisinda TBS-T ile
yikama yapildi. Ardindan membran 45 dakika oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan %
5’lik yagsiz siit tozu ile bloklandi. Membranlar, BIP, PERK, KASPAZ 12, XBP-1s,
DDIT3 antikorlart (Cizelge 3.2) +4°C’de gece boyu, B-aktin primer antikoru oda
sicakliginda 2 saat karistiricr iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T
ile 3 kez 10 dakika yikandi. Membranlar, HRP-konjuge antitavsan IgG (Vector)
sekonder antikorla oda sicakliginda karistiric iizerinde 1 saat inkiibe edildi (Cizelge
3.2) Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile tekrar 3 kez 10 dakika yikama yapildi.
Membranlar SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi ile 5 dakika
inkiibe edildikten sonra karanlik oda igerisinde filme (Amersham Hyperfilm T™M
ECL 18X24 cm) aktarildi. Goriintiileme amaciyla film, gelistirici ve tespit
sollisyonlarindan gecirildi ve distile su ile yikanip kurutuldu.
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Cizelge 3.2. Western blot deneyinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Primer Antikor Katalog Numarasi Diliisyon Sekonder Antikor
BiP #3177 Cell Signaling | 1:500 (%5°1ik siit # P1-1000 Vector
Technology tozu ile hazirlandi) Laboratories
PERK bs- 3330R Bioss 1:250 (TBS-T’de # P1-1000 Vector
Antibodies hazirland1) Laboratories
#12782 Cell 1:500 (TBS-T’de # P1-1000 Vector
XBP-1s Signaling hazirlandi) Laboratories
Technology
#2202 Cell 1:500 (TBS-T’de # P1-1000 Vector
KASPAZ 12 Signalling hazirland1) Laboratories
Technology
ab179823 Abcam 1:250 (TBS-T’de # P1-1000 Vector
DDIT3 .
hazirlandi) Laboratories
. #4970 Cell Signaling | 1:1000 (%5’lik siit # P1-1000 Vector
BETA AKTIN Technology tozu ile hazirlandi) Laboratories

3.6. Kantitatif Real Time RT-PCR Analizi

3.6.1. Ovaryumlardan Total RNA izolasyonu
Deneklerden alinan (deney gruplarindaki her bir fareden alinan bir
ovaryumun igcte biri kadarlik kismi) ovaryumlardan total RNA izolasyonu
RNAqueous-Micro (Micro Scale RNA Isolation Kit) kiti kullanilarak asagida
belirtilen basamaklarla gerceklestirildi.
1. Ovaryumlar, steril 0.5 mI’lik tiiplere alind1 ve iizerine 300 pl lizis soliisyonu
konulup, RNA izolasyon islemine kadar -80 °C’de saklandi.

2. RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de saklanan drnekler ¢oziildiikten sonra pipet
ucuyla once mekanik pargalanma gerceklestirildi. Sonra vorteksle karigmasi
saglanarak homojen bir soliisyon elde edildi.

3. Ay bir ependorf tiipe bu soliisyondan 100 pl alind1 ve iizerine 50 pl etanol
(1.00986.2500, Merck) konuldu ve vorteksle iyice karigtirildi.

4. Lizat ile etanol karistmi belirli bir por capina sahip filtre igeren tiipe
mikropipetle konuldu, 13000 rpm’de 30 saniye santrfiij edildi. Boylece

karisimdaki RNA’larin filtreye tutunmasi saglandi.

5. Mikropipetle yikama sollisyonu-1’den 180 pl ¢ekilip, filtrenin {izerine
konuldu ve tiipler 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

6. Yikama soliisyonu-2’den ¢ekilen 180 pl ile filtre tekrar yikandi ve tiipler
13000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.
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7. Filtre ilk tiipten almip, ayirma tiipiine yerlestirildi. +4 °C’de saklanan ve
kullanim 6ncesi 75 °C’ye 1sitilan ayirma soliisyonundan 7pul almip, filtrenin
tam merkezine gelecek sekilde konuldu. Tiplerin kapagi kapatilip, oda
isisinda 1 dakika bekletildikten sonra; 13000 rpm hizda 1 dakika santrifiij
edildi. Aynmi islem tekrarlandi. Boylece RNA’larin mikro ayirma tlipiiniin
dibine toplanmasi saglandi.

8. Ayirma tiipliniin dibinde toplanan ve RNA’y1 igeren yaklasik 13 pl’lik kisim
steril 0.2 ml’lik tiiplere alindi.

9. Izole edilen total RNA &rneklerinden genomik DNA nin uzaklastirilmasi igin
bu karigimin hacminin %10’u kadar 10x DNaz I tamponu (1.3 pl) ve 1ul 10x
DNaz | kondu ve 35 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

10. Total hacimin %10’u DNaz I inaktivasyon soliisyonu eklendi. 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kisa bir siire vortekslendi. Tekrar 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 1300 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

11. Santrifiij sonrast RNA’y1 i¢eren siipernatantlar, yeni steril 0.2 pl’lik tiiplere
alindu.

3.6.2. Ovaryumlardan cDNA (Komplementer DNA) Eldesi

cDNA eldesinde Ambion RETROscript (Ambion, AM1710) kiti kullanildi.
Uygulanan basamaklar asagida sirlanmistir:
1. Ovaryumlardan elde edilen total RNA igeren tiiplere 2 pl random dekamer
eklendi.

2. RNA ve random dekamer karisimi, 85 °C’de 3 dakika inkiibe edilerek,
sekonder RNA kivrimlarinin agilmasi saglandi.

3. Her bir tiipe, homojen ve esit miktarda reaksiyon karigimi ekleyebilmek
amaciyla bir ana karisim hazirlandi. Elde edilen karisimdan her bir tiipe 8 pl
konuldu (Cizelge 3.3).

4. Daha sonra, her bir tiipe 8 ul ana karisimdan eklenerek, 44 °C’de, 60 dakika
inkiibe edildi. Ardindan 92 °C’de 10 dakika bekletildi.

5. Bu asamalardan sonra elde edilen cDNA’lar, qRT-PCR’de kullanilmak tizere
-20°C’de saklandu.
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Cizelge 3.3. cDNA eldesinde kullanilan igerikler.

Reaktantlar Hacim (ul) Son Konsantrasyon

10X RT Tamponu 2 1X

dNTP mix 4 0.5 mM/ her bir INTP

RNaz inhibitorii 1 10 unit/ 20 pl reaksiyon
karisgiminda

MMVL- geri transkriptaz 1 100 unit/ 20 ul reaksiyon
karigiminda

Toplam 8

3.6.3. Kantitatif Real Time RT-PCR Uygulama basamaklar

Calismada her hiicrede sabit miktarda eksprese oldugu bilinen beta aktin gen
ekspresyonu temel alinarak, diyabetik, kontrol ve ¢6zgen gruplarindan elde edilen
ovaryumlardaki Bip/Grp78 ve Ddit3/Chop genlerinin goreli kantitatif ekspresyon
diizeyleri belirlendi. Kantitatif real-time PCR uygulama basamaklar1 agagidaki gibi

gerceklestirildi.

1. Asagidaki cizelge 4’te belirtilen reaktantlar konularak reaksiyon karisimi

olusturuldu.

Cizelge 3.4. qRT-PCR uygulamasinda kullanilan igerikler.

Karisim Icerigi Hacim (ul)
2x SybrGreen Siiper Karigim 12,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Niikleaz i(;ermeyen Su 10,5
cDNA 1
Toplam 25

2. GRP78, CHOP ve beta aktin genleri i¢in ger¢ek zamanli PCR uygulamasi ii¢

kuyucuklu (triplicate) olarak gercgeklestirildi. Ger¢cek zamanli PCR
asamasinda kullanilan primerler, Cizelge 3.5°te verildi.
Cizelge 3.5. qRT-PCR tekniklerinde kullanilan primer dizileri.
Genin ad1 fleri primer (F) Geri primer (R) PCR iirlin
bilyiikliigii (bg)
Grp78/Bip ‘GAGGTGGGCAAACCAAGACATT’ | ‘TCGCTGGGCATCATTGAAGTAAG’ 146
Ddit3/Chop ‘“TCTTGACCCTGCGTCCCTAG’ ‘“TGGGCACTGACCACTCTGTTT’ 172
Aktin ‘TGCGTGACATCAAAGAGAAG’ ‘CGGATGTCAACGTCACACTT’ 244
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3. Grp78, Chop ve Beta aktin genleri i¢in hazirlanmis 6rnekler kantitatif gergek
zamanli PCR aletinde (Bio-Rad, iCycler Q Detection System, Hercules, CA,
ABD) analiz edildi.

Amplifikasyon, 30 siklusta gerceklestirildi. Baslangic denatiirasyonu: 95
°C’de 5 dakika; 30 siklus: 92 °C’de 30 saniye, 65 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 1 dakika
olarak uygulandi. Ornekler analiz sonucunda, olusturulan standart araliginda ve
referans DNA ile kantitatif real-time PCR aletinde okundu ve software programi
yardimiyla belirlendi. Ortaya c¢ikan esik degeri siklusunda ve diger sikluslarda
Grp78, Chop ve p-aktin gen ekspresyon diizeyi miktarsal olarak belirlendi. Sonuglar
2[-Delta Delta C(T)] (2-AACT) metodu kullanilarak hesaplandi. Bu yontemde; her
bir ornek i¢in ayr1 ayri olarak, test edilen genin Ct degeri ile endojen kontrol olarak
kullanilan rRNA’nin verdigi Ct degerleri birbirinden ¢ikarilarak AACt degerleri
belirlendi.

3.7.  Ilstatistiksel Degerlendirme

Immiinohistokimya ve western blot analizleri sonucunda elde edilen
bulgularin analizleri Image J programi kullanilarak 6lgiildi. Bu sonuglardan elde
edilen veriler ve qRT-PCR analizleri sonucunda her bir 6rnek igin ayr1 ayri test
edilen genin ACt degerlerinin istatistiksel hesaplamalar1 Windows i¢in Sigma Stat
stirim 3.5 (Jandel Scientific Corp. San Rafael, CA) kullanilarak One Way ANOVA
testi ile degerlendirildi. P<0.05; istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calismada, STZ ile indiiklenmis diyabet gruplarina ait fare ovaryum
dokularindaki ER stres yolagi proteinlerinin varligi ve ekspresyon diizeyleri, kontrol
ve c¢oOzgen gruplarima ait ovaryum Ornekleri ile karsilastirilarak belirlenmesi
amaglanmistir.  Bunun  igin,  deneklerden  alman  ovaryum  dokular
immiinohistokimya, western blot ve qRT-PCR teknikleri ile incelendi.

4.1. Immunohistokimyasal Bulgular

4.1.1. GRP78/ BIP immiin Boyanmalar

GRP78/BIP immiin reaksiyonu tiim gruplarda ovaryumun gelisen
folikiillerindeki granuloza hiicrelerinde ve ovositte yogun sitoplazmik boyanma
olarak gozlenirken (Sekil 4.1), apoptotik granuloza hiicrelerinde GRP78/BIP
boyanmasina rastlanmamigtir. Boyanma yogunlugu Image J programi ile
degerlendirilmistir. Diyabetik ovaryumlarda GRP78/BIP boyanma yogunlugu
kontrol ve ¢ozgen gruplaria kiyasla bir miktar artig gosterse de istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik bulunmamistir ( P= 0.0731) (Sekil 4.2).

GRP78/BiP

GRP78/BiP

KONTROL

COZGEN

DIYABET | 44

Sekil 4.1. Kontrol, ¢dzgen ve diyabet ovaryum drneklerinde GRP78/BiP immiin boyanmalari. a-c-d-f-
g-1: 50X; b-e-h: 400X.
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Sekil 4.2. Kontrol, ¢ézgen ve diyabet ovaryum drneklerinde GRP78/BIP proteininin immiin boyanma
yogunluklarini karsilastiran grafik (P>0.05).

4.1.2. Kaspaz 12 Immiin Boyanmalar1

Deneklerden alinan ovaryum oOrneklerinde, Kaspaz 12 proteininin
immiinreaktivitesi sekonder folikiillerde, antral folikiillerde ve korpus luteumda
luteal hiicrelerde sitoplazmik olarak boyandigi gozlenmistir (Sekil 4.3). Kaspaz 12
proteininin boyanma yogunlugu Image J programi ile degerlendirilmistir. Diyabetik
ovaryumlarda Kaspaz 12 boyanma yogunlugu kontrol ve ¢6zgen gruplarina kiyasla
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.4, P=0.3561).
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Sekil 4.3. Kontrol, ¢6zgen ve diyabet ovaryum 6rneklerinde Kaspaz 12 immiin boyanmalart. a-c-d-f-
g-1: 50X; b-e-h: 400X.
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Sekil 4.4. Kontrol, ¢dzgen ve diyabet ovaryum orneklerinde Kaspaz 12 proteininin immiin boyanma
yogunluklarini kargilastiran grafik (P>0.05).
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4.1.3. DDIT3/CHOP immiin Boyanmalari

Deneklerden alinan ovaryum orneklerinde, DDIT3/CHOP proteinin boyanma
siddeti kontrol ve ¢dzgen gruplarinda zayifken, diyabetik ovaryumlarda ozellikle
sekonder folikiillerdeki granuloza hiicrelerinde, korpus luteumda luteal hiicrelerde
niikklear boyanmalarin daha yogun oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5). Diyabet
gruplarina ait bazi ovaryum kesitlerindeki primordiyal folikiillere ait primer oositte
ve tek katli yassi hiicrelerde niiklear boyanmalarin oldugu gézlenmistir. Kontrol ve
¢ozgen gruplarma ait ovaryumlarda ise apoptotik granuloza hiicrelerinde niiklear ve
sitoplazmik boyanmalar gériilmiistiir.

DDIT3/CHOP DDIT3/CHOP NK
RIS i -
KONTROL
a
COZGEN
d
DiYABET
g

Sekil 4.5. Kontrol, ¢ozgen ve diyabet ovaryum 6rneklerinde CHOP/DDIT3 immiin boyanmalari. a-c-
d-f-g-1: 50X; b-e-h: 400X.

DDIT3/CHOP proteininin boyanma yogunlugu Image J programi ile
degerlendirilmistir. Diyabetik ovaryumlardaki boyanmanin kontrol ve ¢6zgen
gruplarina kiyasla daha fazla oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.6, P <0.05).
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Sekil 4.6. Kontrol, ¢dzgen ve diyabet ovaryum 6rneklerinde DDIT3/CHOP proteininin immiin
boyanma yogunluklarini karsilagtiran grafik (P<0.05).

4.1.4. P-PERK immiin Boyanmalari

p-PERK immiin reaksiyonu, kontrol ve ¢dzgen grubuna ait ovaryumlarda
sadece atretik folikiillerde, dejenere oositlerde ve apoptotik graniiloza hiicrelerinde
sitoplazmik boyanma olarak gozlenirken, diyabetik ovaryumlarda erken folikiiler
evrelerde Ozelikle primordiyal folikiillerde ekspresyon siddetinin arttigi dikkat
cekmistir (Sekil 4.7).

p-PERK proteininin boyanma yogunlugu image J programi ile analiz
edildiginde diyabetik ovaryumlardaki protein ekspresyon siddetinin kontrol ve
¢Ozgen gruplarina gore arttifi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.8) (P = 0.009).

42



KONTROL|

COZGEN

DiYABET

Sekil 4.7. Kontrol, ¢ozgen ve diyabet ovaryum orneklerinde p-PERK immiin boyanmalar1. a-c-d-f-g-1:
50X; b-e-h: 400X.
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Sekil 4.8. Kontrol, ¢dzgen ve diyabet ovaryum 6rneklerinde p-PERK proteininin immiin boyanma
yogunluklarini karsilastiran grafik (P<0.05).
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4.2. Western Blot Analizi Bulgulari

4.2.1. GRP78/BiP Ekspresyonu

Diyabet, kontrol ve ¢dzgen gruplarindan elde edilen GRP78 protein bandlar
Image j programi kullanilarak analiz edildi. GRP78’in ekspresyon miktarlar
karsilastirildiginda  gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
bulunmamustir (Sekil 4.9) ( P=0.5266).
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Sekil 4.9. A. Kontrol (K), ¢ézgen (C) ve diyabet (D) gruplarindan alman ovaryumlarda GRP78/BIP
protein bantlari. B. Protein ekspresyonlarina ait bantlarin kantitatif degerlendirmesini
gosteren grafik (P>0.05).

4.2.3. XBP1s Ekspresyonu

Diyabetik ovaryum o&rneklerinde XBP1s proteininin ekspresyon diizeyi
kontrol ve ¢ozgen gruplarina kiyasla artmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (Sekil 4.10) (P< 0.05).
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Sekil 4.10. A. Kontrol (K), ¢ézgen (C) ve diyabet (D) gruplarindan alinan ovaryumlarda XBP1s
protein bantlari. B. Protein ekspresyonlarina ait bantlarin kantitatif degerlendirmesini

gosteren grafik (P<0.05).

4.2.3. Kaspaz 12 Ekspresyonu

Diyabetik ovaryumlarda Kaspaz 12 ekspresyon miktar1 kontrol ve ¢6zgen
gruplarina kiyasla artmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil

4.11) (P< 0.05).
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Sekil 4.11. A. Kontrol (K), ¢ozgen (C) ve diyabet (D) gruplarindan alinan ovaryumlarda Kaspaz 12
protein bantlari. B. Protein ekspresyonlarina ait bantlarin kantitatif degerlendirmesini

gosteren grafik (P>0.05).
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4.2.5. DDIT3/CHOP Ekspresyonu

DDIT3 protein miktarlar1 beta aktine oranlandiginda diyabet grubunda az
miktarda artis gozlenmistir. Fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
belirlenmistir (Sekil 4.12) (P=0.2309).
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Sekil 4.12. A. Kontrol (K), ¢ozgen (C) ve diyabet (D) gruplarindan alinan ovaryumlarda
DDIT3/CHOP protein bantlari. B. Protein ekspresyonlarina ait bantlarin kantitatif
degerlendirmesini gosteren grafik (P>0.05).

4.2.4. p-PERK Ekspresyonu
p-PERK protein miktarlar1 beta aktine oranlandiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (Sekil 4.13) (P=0.6450).
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Sekil 4.13. A. Kontrol (K), ¢ozgen (C) ve diyabet (D) gruplarindan alinan ovaryumlarda p-PERK
protein bantlari. B. Protein ekspresyonlarina ait bantlarin kantitatif degerlendirmesini
gosteren grafik (P>0.05).
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4.3. qRT-PCR Bulgulan

4.3.1. Grp78/Bip mRNA Ekspresyonu

Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda, ii¢ deney grubundaki ovaryumlarda
Grp78/Bip mRNA ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.14, P=0.212).

Grp78

2.0

e

Goreli Grp78/Bip mRNA miktari

Sekil 4.14.Kontrol, ¢6zgen ve diyabet ovaryum 6rneklerinde Grp78/Bip mRNA ekspresyon diizeyini
gRT-PCR ile karsilastiran grafik (P > 0.05).

4.3.2. Ddit3/Chop Gen Ekspresyonu

Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda, diyabetik ovaryumlarda Ddit3/Chop
mRNA ekspresyonu kontrol ve ¢dzgen gruplarina kiyasla artmis oldugu
gozlenmistir. Bu artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15, P=<0.001).
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Sekil 4.15. Kontrol, ¢ozgen ve diyabet ovaryum oOrneklerinde Ddit3/Chop mRNA ekspresyon
diizeyini qRT-PCR ile karsilastiran grafik (P < 0.05).

48



TARTISMA

ER, biitiin organizmanin homeostazisini etkileyecek onemli bir organeldir.
Baslica gorevi, membran ve sekretuar proteinlerin sentezini gerceklestirmektir. Asiri
protein sentezi ve ER liimeninde biriken katlanmamis ya da yanlis katlanmis
proteinler sonucu bu siire¢ bozulur ve ERS meydana gelir. Hiicre, savunma
mekanizmasi olarak strese cevap olarak UPR baglatir. UPR’nin esas gorevi protein
katlama kapasitesini artirmak ve katlanmamis protein yiikiinii azaltmaktir. Eger bu
adaptasyon mekanizmasi ER dengesini normal haline dondiiremez ise hiicre
apoptoza ugrar [61].

ERS ve UPR’nin preeklampsi ve intrauterin bliylime geriligi gibi gebelige ait
rahatsizliklarin [86], noérodejeneratif hastaliklarin [87], kardiyovaskiiler hastaliklarin
[88] ve diyabet gibi metabolik hastaliklarin patofizyolojisi ile olan iliskisi
bilinmektedir.

Arastirmacilar ¢cogunlukla UPR’nin diyabet ile olan iliskisini knock out fare
modelleri ile tanimlamislardir. UPR’de yer alan transmembran proteinlerinden
PERK’in genel olarak her dokuda bulundugu ancak pankreasta en yiiksek degerlerde
ekspre oldugu belirtilmistir [89]. Perk kosullu knock out (KO) farede normal
embriyonik gelisim gdzlenmesine ragmen, hiperglisemi, hipoinsulinemi, pankreatik
hiicre 6liimii, biiylime geriligi gibi baz1 postnatal anomaliler meydana gelmistir [90].
Pankreatik B hiicrelerinde, Ire/o’nin KO edilmesi ile ya da IREla’nin inhibisyonu
ile insiilin biyosentezinin engellendigi belirtilmistir [76]. Atf6o KO farede azalan
glukoz toleransi, insiilin sekresyonunda bozulma ve pankreasta insiilin miktarinin
azaldig1 gosterilmistir [91].

Yang ve ark. [82] tarafindan yapilan ¢alismada olgun fare ovaryumunda
GRP78’in mural granuloza hiicrelerinde zayif boyandigi ve apoptotik granuloza
hiicrelerinde ise pozitif bir reaksiyon gozlenmedigi belirtilmistir. Ayn1 arastirmacilar,
ke¢i ovaryumunda saglikli folikiillerin granuloza hiicrelerinde GRP78’in immiin
reaksiyonunu gozlediklerini ve antral folikiillerde boyanmanin olmadigin
belirtmislerdir. Ayrica, diizensiz atretik cisimlerde ve atretik folikiillerin islevini
kaybetmis granuloza hiicre katmanlarinda GRP78’in pozitif boyandigim
gostermisglerdir [83].

Caligmamizin immiinohistokimyasal bulgularina gore, kontrol ve ¢dzgen
gruplar1 ile benzer sekilde diyabetik ovaryumlarda GRP78; apoptotik granuloza
hiicreleri disinda, gelisen ve gelisimini tamamlamis olgun biitiin folikiillerdeki
graniiloza hiicrelerinde sitoplazmik olarak boyanmistir. Bu da GRP78’in granuloza
hiicre proliferasyonunda ve folikiiler gelisimde diizenleyici rol oynayabilecegini
gostermektedir. Kontrol ve ¢dzgen gruplarina kiyasla diyabet gruplarinda goriilen
boyanmadaki artis istatistiksel olarak anlam ifade etmese de, GRP78’in diyabetle
indiiklenen ERS’ye karsi hayatta kalma mekanizmasit olarak yanlis katlanan
proteinleri ya dogru katlamak i¢in ya da ERAD’a yonlendirerek proteozomla
par¢alanmalarina yardim etmek icin arttig1 sdylenebilir.

Ovulasyon, gebeligin meydana gelmesi icin gerekli bir siirectir. Folikiil
stimiile edici hormon (FSH), pre-ovulatuar folikiillerde liiteinize edici hormon
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reseptor (LHR) ekspresyonunu indiikler. LH dalgalanmasi ovulasyonu baslatir
ardindan korpus luteum meydana gelir. Ovulasyon korpus luteumun olusmasi i¢in
ovule olan folikiiliin dramatik doniisiimiine neden olur. Fetal hayatta kalim ig¢in
korpus luteumdan progesteron sentezlenir. ER’de progesteron sentezi i¢in ¢ok sayida
proteinin yeniden sentezlenmesi ve bu proteinlerin dogru bir sekilde katlanmasi
gerekir. Bu durumda ER’de bulunan GRP78 molekiiler saperonu devreye girer. Buna
ek olarak ER’de gonadotropin reseptorlerinin GRP78 gibi saperonlarla iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu durumda hem folikiil stimiile eden hormon reseptorii (FSHR) hem
de LHR’nin molekiiler saperona baglanabilecegi onerilmistir. Kogure ve ark. 2012
yilinda [92] sican ovaryumunda granuloza hiicrelerinde GRP78 ekspresyonunun
yiiksek oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, LH ya da hCG gibi ovulatuar
uyaranlar ile miidahaleden sonra korpus luteumdaki granuloza hiicrelerinde GRP78
ekspresyonunun daha da arttig1 bildirilmistir.

Literatiir bilgisi ile uyumlu olarak; kontrol, ¢zgen ve diyabet gruplarina ait
ovaryum Orneklerinde korpus luteumdaki granuloza lutein hiicrelerinde GRP78’in
immiin reaksiyon verdigi gozlenmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmasa da diyabetik ovaryumlarda goriilen artan boyanma siddetinin
hiperglisemik kosul sonucu artan strese karsi bir yanit olarak buradaki granuloza
liitein hiicrelerinin hayatta kalimlarini saglamak ve aktivitelerini devam ettirmek igin
olabilecegini diistinmekteyiz.

Grp78 mRNA diizeyinde incelendiginde diyabet gruplarinda hafif artis
oldugu goriilse de kontrol ve ¢ozgen gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin olmadigi belirlenmistir. Benzer sonuglar western yontemi ile de
desteklenmistir. Hafif protein miktarindaki artisin hiperglisemik stres ile indiiklenen
UPR yanit sonucu GRP78’in translasyonunu artiracak hedef genlerin indiiklenmesi
sonucu oldugunu diisiinmekteyiz.

Memelilerde, ovaryan folikiillerin birgogu gelisim boyunca atreziye ugrar,
sadece bunlardan bir kagi olgunlasir ve gelisimini tamamlar. Folikiiler atrezinin
granuloza hiicre 6liimiinden kaynaklandigi gosterilmistir [93]. Folikiiler atrezi
verimli oositlerin ovulasyonu i¢in normal fizyolojik bir siiregken, atrezinin anormal
sekilde yliksek oranlarda olmasi kronik infertiliteye ve/veya zamanindan once
fertilitenin son bulmasma (6rnegin, menapoz) neden olur [94]. Granuloza hiicre
apoptozunun mekanizmast belirsizligini korurken, daha Once yapilan caligmalar
granuloza hiicrelerinde meydana gelen apoptozun ERS yolagi ile indiiklenebilecegi
yoniindedir [83, 95].

Stres kosullart altinda GRP78; UPR yanitta rol alan 6nemli ii¢ transmembran
proteininden ayrilarak onlarin aktive olmalarini saglar ve UPR yanit1 baslatir. Eger
stres uzun siire devam eder ve vyatistirllamazsa, hiicre oliimii gerceklesir. Bu
durumda, DDIT3/CHOP, Kaspaz 12 ve c-Jun NH2 terminal kinaz bagli yolak
tarafindan apoptotik cevap baslatilir [96]. Literatiirde olgun fare ovaryumunda
normal kosullarda ERS bagl apoptoz ile iliskili sinyal yolaklarindan DDIT3/CHOP
ve Kaspaz 12 proteinlerinin varhigi ovaryumda sadece apoptotik granuloza
hiicrelerinde gosterilmistir [82, 83].
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Calismamizda Kaspaz 12 immiin reaksiyonlar1 gruplar arasinda
karsilastirildiginda; 6zellikle diyabetik ovaryumlarda primordiyal ve primer
folikiilleri cevreleyen tek katli yassi folikiil hiicrelerinde sitoplazmik olarak
boyandigi gbzlenmistir. Korpus luteuma ait 6li graniiloza hiicrelerinde sitoplazmik
immiinreaktivite oldugu goriilmiistiir. Ancak gruplar arasinda Kaspaz 12 ekspresyon
diizeyi bakimindan istatistiksel olarak herhangi bir farklilik tespit edilmemistir.
Kaspaz 12 proteini western blot yontemi ile incelendiginde diyabetik ovaryumlardaki
ekspresyonunun kontrol ve ¢6zgen gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 tespit
edilmistir. Kisa stireli (14 giinliikk) hiperglisemik kosullarin apoptozu indiikleyici
ERS belirteci Kaspaz 12 yolagini aktive etmede etkili oldugu sdylenebilir.

DDIT3 proteini stres kosullarinda ¢ekirdekte lokalize olurken, stres olmayan
kosullarda sitoplazmada gozlenir [97]. Yapilan bir ¢alismada, DDIT3’iin hedef
genleri ve bu genlerin iglevlerini tanimlamak igin genom mikro dizilim temelli
ekspresyon analizi uygulanmistir. DDIT3 ekspresyonunu indiikleyen tamoksifen
tastyan hiicrelerde yapilan analiz sonusunda sitoplazmik ve niiklear lokalize
DDIT3’li hiicreler igin farkli gen ekspresyonlari gosterilmistir.  Arastirmacilar
tarafindan sitoplazmik DDIT3’iin daha ¢ok migrasyon ile iliskili genleri etkiledigi,
niiklear DDIT3’tin ise hiicre dongisiinii kontrol eden genleri diizenledigi
belirtilmistir [98]. Yapilan bir baska ¢alismada, niikklear DDIT3{in hiicre gelisimini
kontrol ettigi belirtilmistir. Yag hiicrelerine plazmid ile artirllan CHOP
ekspresyonunun bu hiicrelerde G1 hiicre siklusunda duraklamay: indikledigi
gosterilmistir [99].

Bu literatir bilgisi 1s1ginda, bulgularimizdaki diyabetik ovaryum
folikiillerinde goriilen apoptotik granuloza hiicrelerindeki artigin ve gozlenen niiklear
DDIT3 ekspresyonunun, buradaki hiicrelerin hiperglisemik strese bagl olarak hiicre
gelisimlerinin  DDIT3 tarafindan durdurularak apoptoza yo6nlendirilmesinden
kaynakli  olabilir. Ddit3 geni qRT-PCR yontemi ile incelendiginde
immiinohistokimyasal bulgularimizla paralel olarak diyabet gruplarinda miktarinin
istatistiksel olarak arttigin1  gozlemledik. Ancak, western blot yontemiyle
incelendiginde kontrol ve ¢ozgen gruplar ile karsilastirildiginda diyabetik gruplarda
DDIT3 proteini az da olsa artmis oldugu goriinsede istatistiksel olarak anlam ifade
etmedigi belirlenmistir. Dolayisiyla, ER dengesi eski haline dondiiriilmiis ve artik
CHOP proteinine gerek kalmamis olabilir. Bu yiizden post translasyonel olarak
proteinler degrade olmus olabilir.

Katlanmamis protein yanitta 6nemli transmembran proteinlerinden biri de
PERK’tir. Strese yanit olarak fosforile olan PERK, elF2a’y1 fosforilleyerek genel
translasyonu azaltir ve ER’de biriken protein yiikiinii azaltmay1 hedefler. Uzun siiren
ER stresi kosullarinda ise PERK hiicre oliimiinii baslatabilir [100]. elF2a’nin
defosforilasyonu iki enzim tarafindan diizenlenir: GADD34 ve protein fosfataz 1
[101]. Yapilan bir ¢alismada elF20’nin defosforilasyonunun inhibisyonu sonucu,
stres cevabinin uzun siire devam ettigi ve stres indiiklii apoptozdan hiicrelerin
korundugu gosterilmistir [102].
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Calismamizda, stres kosullarinda ekspresyonu arttig1 bilenen p-PERK protein
ekspresyonunun kontrol ve ¢bdzgen gruplarina ait ovaryumlarda sadece atretik
folikiillerde, dejenere oositlerde ve apoptotik granuloza hiicrelerinde niiklear olarak
gozlenmesi, bu hiicreleri fizyolojik ovaryum gelisimine uyumlu olarak apoptoza
yonlendirdigini diistindlirmektedir. Diyabetik ovaryum folikiillerinde bu bulgulara ek
olarak ozellikle primordiyal folikiillere ait primer oositlerde yogun niiklear
ekspresyon dikkati ¢ekmistir. P-PERK protein ekspresyonundaki istatistiksel olarak
da anlamli bulunan bu artig, diyabet ile ovaryumda artan ERS yanitlarim
dogrulamaktadir. Gelisen havuzdaki duraklayan folikiillerin oraninin kontrolii iireme
biyolojisi i¢in dnemlidir [103]. Bu durum p-PERK’in iyi kalite primordiyal folikiil
seciliminde ya da atreziye ugrayacak folikiil seciliminde etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Western blot yontemi ile ovaryumdaki protein miktarma
bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilk bulunmamistir. Bu durum,
calismada kullanilan denek sayisi ile ilgili olabilir.

Yapilan bir ¢alismada XBPI1s’nin hiperaktivasyonu ob/ob farelerde insiilin
hassasiyetini artirdigi ve XBP1s’nin hafif aktivasyonunun bu farelerde insiilin sinyal
reseptoriinii degistirmeden glikoz dengesini iyilestirdigi belirtilmistir. XBP1s’nin
p38 mitojen aktive eden protein kinaz (p38 MAPK) aracili fosforilasyon tarafindan
diizenlendigi belirtilmistir [104]. Pankreatik B hiicrelerinde, XBP1s’in p38 MAPK
tarafindan fosforillenmesi niiklear yer degisimini kolaylastirir. Ciddi bir sekilde obez
ve disi farelerde p38’in genetik aktivasyonu XBP1S’in niiklear translokasyonunu
artirir, ERS’yi azaltir ve 6glisemi meydana gelir [105].

Calismamizdaki western blot bulgularimiza gére XBPls protein miktar
kontrol ve ¢dzgen gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir.
IREla’nin fosforile olmasiyla kirpilan XBP1s niikleusa geger ve ER saperonlarinin,
ERAD proteinlerinin’in insiilin bagimsiz glukoz dengesini iyilestirmek ve ER
stresini  azaltmak i¢in diyabetik ovaryumlarda ekspresyonunun arttigini
sOyleyebiliriz.
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SONUCLAR
Bu tez projesinde, STZ ile indiiklenmis diyabetik fare modeline ait

ovaryumlarda ER stresi sonucu meydana gelen UPR’de gorev alan GRP78, Kaspaz
12, DDIT3/CHOP, XBP1s ve p-PERK proteinlerinin ekspresyon diizeyleri kontrol ve
¢ozgen gruplar ile karsilastirilarak farkli yontemlerle arastirilmis ve elde edilen
sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1.

GRP78/BIP; kontrol, ¢dzgen ve diyabet gruplarina ait ovaryumlarda erken
folikiiler evreden olgun evreye kadar folikiiler gelisim boyunca saglikli granuloza
hiicrelerinde gézlenmistir. Apoptotik granuloza hiicrelerinde ise gozlenmemistir.
Literatiir ile uyumlu olan bu bulgumuz GRP78’in granuloza hiicre
proliferasyonunda ve folikiiler gelisimde homeostazi sagladigin1 dogrulamaktadir.

. p-PERK; deney gruplarina ait ovaryumlarda sadece atretik folikiillerde, dejenere

oositlerde ve apoptotik granuloza hiicrelerinde gozlenmistir. Diyabetik ovaryum
primordiyal folikiillerdeki primer oositlerde yogun boyanma goézlenmistir. p-
PERK’in iyi kalite primordiyal folikiil seciliminde ya da atreziye ugrayacak
folikiil seciliminde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

. XBPIls protein miktarinin diyabet grubunda anlamli bir sekilde arttig

gozlenmistir. Bu artisin ER stresi sonucu aktif olan ATF4 ve ATF6’nin ¢ekirdege
gelerek hiicrenin hayatta kalimi i¢in gerekli proteinlerin translasyonunu artiracak
XBP1s’in translasyonunu indiiklemesinden kaynaklanabilecegini 6nermektedir.

. ERS ile iliskili apoptoz sinyalinde gérev alan CHOP’un diyabetik ovaryumlarda

immiin reaktivitesi kontrol ve ¢6zgen gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
artig gostermistir. Bu bulgu diyabetin UPR’nin apoptoz yolagini baslatici etkide
bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Ddit3/Chop mRNA miktar1 diyabetik ovaryumlarda artmis olmasina ragmen, bu
artig protein miktarina yansimamistir. Bu sonug post translasyonel olarak proteine
dontisiimde protein sentezini etkilemedigini gosterebilir.

. ER stresi sonucu aktive oldugu bilinen diger bir protein Kaspaz 12’nin gruplar

arasinda protein ekspresyon diizeyi bakimindan anlamli bir farkliligin bulunmasi
kisa stireli hiperglisemik kosullarin bu yolag: aktive ettigini gosterebilir.

. Bu galisma, ERS ile baglatilan hiicre kaderini belirleyen UPR’de rol oynayan

proteinlerin (GRP78, DDIT3, p-PERK, Kaspaz 12 ve XBP1s) ve genlerin
(Grp78/Bip ve Ddit3/Chop) diyabetik ovaryumlarda degisen ekspresyon
diizeylerini gosteren ilk ¢alismadir.
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