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ONSOz

Diyabet, gunimizde global bir saghk sorunudur. Yapilan projeksiyonlara gére
2030 yilinda dinya Uzerinde bu hastaliktan etkilenmis yaklasik 366 milyon kisi olacaktir.
GUnUimizde ise diyabet calismalari hicresel dizeyden organel dlzeyine inmis
durumdadir. Yine ginimizde birgok hastalidin Endoplasmik Reticulum(ER) stresi ile

indlklenen apoptozisle alakali oldugu kanisi hakimdir.

Bu proje onerisinde daha o6nce antidiyabetik/antihiperglisemik, beta hicreleri
Gzerine proliferatif etkinligi calisiimamis olan ve literatlir verileri ile proliferatif etkinlikte
oldugu kanitlanan Epstein Barr Virlis(EBV) Ulzerinde durulmustur. EBV’nin proliferatif
etkinligini ozellikle iki mediator protein - EBNA1l ve LMP1- (zerinden yurittigu
bilinmektedir. Bu baglamda projenin ana hedefi, ilgili proteinlerin beta hiicre kultirtine
uygulanmalan ile; insdlin  sekresyonu, apopitoz, ER stresi ve beta hicre
proliferasyonunun nasil etkilenecegini belirlemektir. Bu amagla INS1-E(832/13)
pankreatik beta hicre kiltirinde thapsigargin ile deneysel ER stres modeli olusturulmus,
ilgili viral proteinlerin uygulamasindan 6nce, ER stres modeli, ER stres markeri genlerin
ekspresyon duzeylerine bakilarak test edilmistir. Bunu takiben EBNA1 ve LMP1
rekombinant viral proteinlerinin hiicre kultirine uygulanmalari gergeklestirilmis olup,
uygulamalar sonrasi apoptoz belirleme calismalarinda; antiapoptotik ve proapoptotik
genlerin RT-PCR ile gen ekspresyon analizleri yapilmistir, ayni zamanda TUNEL boyamasi
ile immunohistokimyasal olarak apoptotik indeks belirlenmis ve destekleme amacl
Comet Assay ile DNA hasar skorlamasi vyapilmistir. ER stresinin viral protein
uygulamalarindan nasil etkilendigi ise ilgili ER stres markerlarinin gen ekspresyon

dizeylerinin analizi ile yorumlanmistir.

Projede kurulan hipotezlerin dogrultusunda bu proje, viroterapik ajan olarak
EBV'lUn diyabet tedavisinde kullanilabilirligine yol gosterici olma potansiyeline sahip olup

ileri muhtemel galismalara da bir zemin olusturacak ilk arastirma 6zelligindedir.

Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje No: 113S153).
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OZET

Diyabet prevalansi ve insidansi ginimuiz dinyasinda her gecen gin artmakta olan bir
saghk sorunudur. Diyabetin humoral ve dokusal bulgulari zengin olmasina ragmen
komplikasyonlarinin oldukga fazla olmasi diyabet tani ve tedavisini 6nemli kilmaktadir.

Bugiin icerisinde diyabetinde sayildigi bir cok hastaligin Endoplasmik Reticulum (ER)
stresi ile indlklenen apoptozisle alakali oldugu kanisi hakimdir. Nitekim yapilan
calismalarda pankreatik beta hicrelerinde ER organelinin protein alim ve katlama
kapasitesi arasindaki dengesizlikten dogan ER stresi ile indiklenen apoptozisin diyabete
neden oldugu vurgulanmaktadir.

Epstein-Barr Virus(EBV); Lenfokriptovirus bir virus olup, bu tir viruslerin genel olarak B
lenfositlerde latent enfeksiyon vyaptiklari dénemlerde hiicre proliferasyonuna ve
transformasyon sirecine katkida bulunduklar bilinmektedir. EBV'nin proliferatif etkinligi
iki mediator protein araciligiyla(Epstein Bar Nuclear Antigen1-EBNA1 ve Latent Membrane
Protein1-LMP1) gerceklesmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinda uzun slren anti diyabetik
tedaviler esnasinda, pankreatik hicre kayiplari ve pankreatik kdtlenin azalmasi sonucu
eksojen insidlin kullanimina gegilmektedir. Bu calismada pankreatik hicre kayiplarinin
rekombinant viral EBV protenleri uygulanarak tersine c¢evirmenin arastiriimasi
amaclanmistir. Yani sira ilgili proteinlerin DNA hasari, ER Stresi Gzerine etkileri ve insdilin
sentez-salinimina nasil katkida bulunabilecekleri de arastirilmistir.

Bu amaclar dogrultusunda ticari olarak elde edilen rekombinant EBNA1 ve LMP1
proteinlerinin Lethal Doz 50 galismasi sonrasi her iki proteinin 0,1 ppm ve 0,5 ppm’lik
dozlarinin galisma igin kullanilmasina karar verilmistir. Bu proteinlerin belirtilen dozlar
uygulandiktan sonra proliferasyonun bu durumdan ne derece etkilendiginin tespit
edilebilmesi icin proliferasyondan sorumlu olduklar bilinen genlerin mRNA ekspresyon
dlzeyleri arastiriimistir. Diger taraftan DNA hasari igin Comet Assay ve ER stres icin ilgili
genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri de test edilmistir.

RT-PCR calismalari neticesinde ER stres markerlari olan AFT4, ATF6, PERK, GRP78 ve
CHOP genlerinin mRNA ekspresyon dizeylerinde thapsigargin grubunda DMSO Kontrol
grubuna goére sirasiyla; 10,62 kat, 19 kat, 15,03 kat, 6,63 kat ve 8,05 kat artiglar
saptanmistir. ER stres marker olan genlerdeki bu ylkselisin galismada kullanilan ilgili
proteinler vasitasiyla baskilandigi da belirlenmistir.

Calismada sonug olarak; EBV rekombinant proteinleri LMP1 ve EBNAL’in proliferasyondan
sorumlu genlerin ekspresyon dizeylerini artirdigi ayni zamanda ER stres markeri genlerin
ekspresyon dlizeylerini baskilayarak da ER stresinin neden oldugu beta hiicre kayiplarinin
tersine dondurulmesinde avantaj saglayabilecegi ve bu bakimdan daha Ust dizey
calismalar ile desteklendigi takdirde antidiyabetik tedavilerde viroterapik ajanlar olarak
kullanilabilmesinin yolunun acilmasi potansiyeli bulundugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: LMP1, EBNAL, ER stresi, INS-1E (832/13) beta huicresi, Insilin



ABSTRACT

The effects of Epstein Barr Virus recombinant proteins EBNA 1 and LMP 1 on the
Endoplasmic Reticulum (ER) stress markers, apoptosis and cell proliferation in
INS1-E beta cell (832/13) culture

The prevalence and incidence of diabetes is a health problem that increases almost every
day today’s world. Although humoral and histologic findings of diabetes complications are
diverse; the high numbers of complications cause the diagnosis and treatment of
diabetes to be extremely important.

Today, it is believed that a large number of diseases, including diabetes, are related to
the Endoplasmic Reticulum (ER) stress-induced apoptosis. Indeed, it is emphasized that
studies in pancreatic beta cells and folding capacity of the ER organelle protein intake
resulting from the imbalance between the apoptosis induced by ER stress caused by
diabetes.

Epstein-Barr Virus(EBV); Lenfocriptoviris is a virus, such viruses in general the latent
infection in B lymphocytes during periods of cell proliferation and are known to contribute
to the transformation process. Proliferative activity of EBV proteins occurs via two
mediators (Epstein Barr Nuclear Antigen1-EBNA1 and latent membrane Proteinl-LMP1).
Type 2 diabetic patients treated for a long time during the anti-diabetic pancreatic cell
loss and resulting decrease in pancreatic mass lead to the use of exogenous insulin. In
this study, it is aimed to investigate that recombinant viral EBV protein of pancreatic cell
loss those applying to reverse. In addition to that related proteins as well as DNA
damage and stress effects on insulin synthesis and release and their contributions were
also investigated.

For that purpose, commercially obtained recombinant proteins LMP1 Lethal Dose 50
EBNA1 and after operation 0.1 ppm and 0.5 ppm doses of either protein, were decided to
be studied. Upon application of these proteins indicated dose proliferation is affected by
this order to determine to what extent they are known to be responsible for the
proliferation of mMRNA expression levels of genes was investigated. Comet assay for DNA
damage and on the other hand to ER stress, levels of mMRNA expression of the gene of
interest were tested.

As a result of RT-PCR applications, mRNA expression levels of genes of AFT4, ATF6,
PERK, GRP78 and CHOP, which are ER stress markers, orderly increased 10-fold, 19-fold,
15,03-fold, 6,63-fold, and 8,05-fold according to DMSO control group in thapsigargin
group. It is observed this increase on the expression of the genes which are ER stress
marker is repressed by interest proteins.

As a result; the conclusion was that EBV recombinant proteins LMP1 and EBNA1
proliferation genes which are responsible for expression levels increased but also ER
stress marker gene expression level by suppressing the ER stress-induced beta cell loss
in reversing would be advantageous and therefore higher levels work and if supported
antidiabetic treatments virotherapy as agents the ability to use the potential opening of

the way.
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1. GIRIS ve GENEL BILGILER
1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus; insllin Uretim veya aktivitesindeki yetersizlikten dogan kan
glukoz seviyesinin ylksek olmasiyla karakterize, metabolik bir hastaliktir. Diyabetin tip1
ve tip2 olmak Uzere iki ana formu bulunmaktadir. Her iki tipte progresif pankreatik beta
hicre kayiplanyla karakterizedir (GURZOV ve ark. 2008).

Organizmada bulunan dokularda proliferasyon ve neogenez ile apoptosis genelde
denge halindedir (Sekil 1). Bu dengenin apoptosis yoninde bozulmasi veya nekroza
kaymasi, diyabet hastalarindaki beta hiicre kayiplarinda oldugu gibi doku hasarlarina
neden olabilmektedir. Ozellikle Tip2 Diabetes Mellitus (T2DM) hastalarindaki beta hiicre
kayiplarinin temel nedeninin apoptosis olduguna inanilmaktadir. Bunun en glzel
gbstergesinin T2DM hastalarindaki beta hiicrelerinde, apoptotik mediatorler olan kaspaz-
3 ve kaspaz-8'in aktivitelerinin ylkselmesi oldugu ifade edilmektedir. Fakat T2DM’la
karakterize insllin sekresyonundaki degisikliklerde, beta hiicre kayiplarinin tahmin edilen
sonuglar yeterince agiklanamamaktadir (GIRARD, 2008; LUPI ve DEL PRATO, 2008).

GENISLEME DARALMA

Organ Yapimi Apoptoz
Replike olma —» —» Nekroz

T TR

Organ biylmesi Atrofi

Sekil 1. Beta hicre kitlesi kontrol mekanizmasi (LUPI ve DEL PRATO, 2008)

1.2. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Programli hicre 6lumi (apoptoz) hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan

intihar programinin ¢esitli sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi
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olaylarla aktive olmasiyla baslamaktadir (HAMPTON ve ORRENIUS, 1998). Apoptoz
mekanizmasinda (¢ temel grup molekil rol alir. Bunlar: Olim reseptérleri, adaptér

proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar).

Olum reseptorleri; TNF (Tumour Necrosis Factor) reseptér gen ailesine aittir. Bu
reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boéltimleri, 6lim alani (Death Domain) adi verilen bir
2001). Bilinen alti tane 6lim reseptérli, CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNFRelated
Apoptosis-Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6 dir (EICHHORST ve
KRAMMER, 2001). Adaptor proteinler, reseptdrle gelen sinyal sonucunda kaspazlara
baglanip onlan aktive ederler. Bu reseptorlerin en cok bilinenleri TNF reseptori-1
(TNFR1) ve Fas (CD95) karacigerde bol miktarda bulunur. Fas'in etkisiyle kaspaz dizisi
(kaskadi) aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (caspaseactivated DNase; CAD)
araciligi ile DNA yikimina neden olunur (BUYUKGEBIZ ve CAFERLER, 2001).

Apoptoz bircok fizyolojik ve patolojik olayda etkin rol oynamaktadir. Fizyolojik
olaylarin basinda hiicre yapim-yikimi gelir. Deri, barsak epiteli, kan hicreleri gibi hicre
yapim-yikiminin hizli oldugu dokularda yaslanan hiicreler apoptozla ortadan kaldirilarak
yeni hicrelere yer acilir. Patolojik olarak sayabilecedimiz olaylarda ise; timorlerde hem
regresyon hem de blylume asamasinda rol oynar. Yine hormona bagimh olarak dokularda
patolojik atrofi sirasinda; 6rnedgin kastrasyondan sonra prostat atrofisi ya da
glukokortikoid kullanimindan sonra timusta lenfosit kaybi apoptoz yoluyla olur. Pankreas,
tikrik bezi, bébrek tubuluslan gibi parankimatéz organlarda duktus tikanmasindan sonra
patolojik atrofide gbézlenir. Yine kanserde apoptoz mekanizmasinin yeri ve Onemi
buylktlir ve kanser tedavi planlarinda bir numarali arastirma alnini apoptotik sireg
mekanizmas! olusturmaktadir. Bu nedenle apoptoz mekanizmasi tam olarak
anlasildiginda bu sayilan hastaliklarin tedavisi de mimkin olabilecektir (FADEEL ve ark.,
1999; RENEHAN ve ark., 2001).

Apoptozun o6nemi; cesitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da zararh
hlcrelerin inflamatuvar yanit olmaksizin yok edilisini saglamasindan ve organizmanin ig
dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan ileri gelmektedir. Canli doku ortaminda
hlcrelerin tek tek iz birakmaksizin silindigi fizyolojik bir 6lim sekli olan apoptoz ilgi gekici
oldugu kadar insanlardaki 6nemli patolojilerin tedavisi agisindan da umut verici bir
mekanizmadir (TOMATIR, 2003). Son vyillardaki galismalar B hucrelerinde Endoplazmik
Retikulum (ER)’un apoptotik 6lim sinyallerinin iletiimesinde 6nemli bir organel oldugunu

gdstermistir.

1.3. Diyabet Patogenezinde Beta Hucre Apoptozisinin Rolu

10



Pankreatik beta hiicreleri insulin sekresyonu ile iliskili glukoz homeostazisinde
¢ok 6nemli bir role sahiptirler. Beta hlcrelerinin hem sayisal hem de hacimsel olarak
degisimleri dinamik olarak dedgisik fizyolojik ve patolojik kosullarin etkisi altindadir
(BONNER, 2000). Fizyolojik sartlarda yasam boyunca dlusuk diizeyde beta hicre élimleri
ile proliferasyonu arasinda bir denge mevcuttur. Ancak, beta hicrelerinin asirn kaybinin
diyabete ve hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin ortak 6zelligi olan beta hicre
disfonksiyonuna neden oldugu kabul edilir (MATHIS, 2001; EIZIRIK ve POULSEN, 2001).
Tip 1 diyabette, beta htcreleri otoimmun ve yangisal proseslerle segici olarak yok edilirler
ve bu durum insulin yetersizligi ve hiperglisemi ile sonuclanir. Tip 2 diyabette hastaligin
ilerlemesinde esas etkili olan faktor, siklikla sismanlik ve fiziksel aktivite azhd ile iligkili
olan insulin direncidir. Fakat bu durum, sadece beta hicrelerinin artan insulin ihtiyacini
karsilayamamalar sonucu olusur. Her iki durumda da, beta hiicre 6limlerinin esas yolu
apoptozis olarak telakki edilir. Beta hicrelerinde gelisen apoptozis, 6lUm reseptoérlerinin
aktivasyonu, membran gegis 0zelligi olan degdisik maddeler, blyume faktorlerinin
yetersizligi, metabolik ve sinyal yolaklarindaki aksakliklar gibi dedisik uyaranlara bagli
olarak ortaya ¢ikar (Tablo 1). Oliim reseptérlerinin baglanmasi ve DNA hasari apoptozisin
baslaticilar olarak kabul edilirler ve mitokondrial membran permabilitesini ve kaspazlarin
aktivasyonunu induklerler. Son cgalismalar, endoplazmik retikulumun (ER) stres aracili
apoptozise duyarli bir organel oldugunu ve apoptotik sinyalleri iletebildigini

gostermektedir.

Tablo 1. Beta hiicre apoptozunda potansiyel uyaricilar.

Olum reseptorleri

e Fas ligand/Fas reseptor (MATHIS ve ark., 2001)
e Perforin (MATHIS ve ark., 2001)
e Sitokinler (IL-1B, IFN-y, TNF-a) (MATHIS ve ark., 2001; EIZIRIK ve POULSEN, 2001)

Membrani gegebilen araci molekiiller

e Reaktif oksijen turleri (hidrojen peroksit, hidroksil radikali) (KANETO ve ark., 1999)

e Reaktif azot turleri (nitrik oksit, peroksinitrit) (OYADOMARI ve ark., 2001)

e |killestirici ajanlar (streptozotosin, MMS) (SAINI ve ark., 1996; DELANEY ve ark., 1995)
e Seramid (UNGER, 2002)

Yetersiz buyume faktorleri

e IGF-1 (WITHERS ve ark., 1999; WITHERS ve ark., 1998)
e EGF (MIETTINEN ve ark., 2000)
e FGF (HART ve ark., 2000)

11



Metabolik ve sinyal yolaklarinda yetersizlik

e Artis
- Glukoz (BIARNES ve ark., 2002; LIU ve ark., 2000)
- Serbest yag asitleri (UNGER, 2002)
- Amilin (ZHANG ve ark., 1999)
- Kalsiyum (OYADOMARI ve ark., 2001; ZHOU ve ark., 1998)
e Azalis
- Hicre donglsl dizenleyicisi (siklin bagimli kinaz 4) (RANE ve ark., 1999)
- Transkripsiyon faktori (BETA/NeuroD, HNF-1a) (WOBSER ve ark., 2002; NAYA ve
ark., 1997)
- Mitokondri fonksiyonu (mitokondriyal transkripsiyon faktorua A) (SILVA ve ark.,
2000)
- ER stres degistirici (PERK) (HARDING ve ark., 2000)

Diyabet hastalari igin risk faktoéri olarak ifade edilen ve insan genomundaki yeri
arastirilan transkripsiyon faktéri TCF7L2 (transcription faktor 7-like 2) 2006 yilinda
kesfedilmistir. Bu transkripsiyon faktdérinin proliferasyon, hiicre korunmasi ve insulin
sekresyonunu iceren B hicre fonksiyonlarini diizenleyen ve endokrin pankreasin etkilerini
gelistiren Wnt sinyal aginin en 6nemli Uyesi olabilecedi ifade edilmektedir. TCF7L2,
“canonnical pathway” seklinde bilinen Wnt/B-katenin yolunu kullanarak, cyclin D ve c-
myc genleri gibi Wnt sinyallerine cevap verecek genleri uyararak hucre poliferasyonunu
artirmakta, insulin sekresyonunun kontroliinii saglamaktadir (WELTERS ve KULKARNI,
2008; CAUCHI ve EROGUEL, 2008).

TCF7L2'nin iskelet kaslari disinda beta hicreleri de dahil olmak Uzere bircok
dokuda uUretilmekte oldugu ve obez diyabet hastalarinda sekresyonunun azaldidi ifade
edilmektedir. Yine ayni galismada beta hiicrelerinde aktif TCF7L2 dlizeylerinin dedisiminin
diyabetin ilerlemesine ve defektif insilin sekresyonuna neden olabilecedine
deginilmektedir (SHU ve ark., 2008).

TCF7L2 faktori, glukoz homeostasisine pro-glukagonun gen ekspresyonu
Uzerinden, ince barsadin L hicrelerinde ilgili genleri kodlayarak ve GLP-1 sentezini
saglayarak etki etmektedir (SHU ve ark., 2008).

TCF7L2, beta hiicrelerini glukozun ve stokinlerin neden oldugu toksisiteye karsi
korumakta, bununla birlikte kaspaz 3 aktivitesini dilgstrerek apoptosis derecesini

azaltmaktadir. Bu etkilerinin bir kismini, GLP-1 aracilidiyla aktiflesen PKA'nin B-katenini
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uyarmasina baglh olarak transkripsiyon faktéri FoxO1 araciligi ile gergeklestirdigi ve
boylelikle beta hilicrelerini koruyarak poliferasyonu sagladigi bildirilmektedir (WELTERS ve
KULKARNI, 2008).

1.4. Endoplasmik Reticulum (ER) Stresi

ER okaryotik hicrelerde salgl proteinlerinin sentez ve salgilanma yolaginda ana
organeldir. B hicrelerinde ER'da insilin basta olmak lizere, plazma membran proteinleri
ve lizozomal proteinlerin sentezleri, glikozilasyonlari ve i¢ boyutlu yapiylr kazanmalari igin
“katlanmalan” gerekir. ER'daki katlanmalardan sorumlu proteinler, foldazlar (katlanmayi
katalizleyen enzimler ve molekiller) ve saperonlar (agregasyonu oOnleyerek protein
katlanmasina yardimci olan proteinler) olmak lizere iki sinifta toplanirlar. Bazi kosullarda
bu islem mekanizmasi bozulabilir. Ornegdin oksijen, glukoz, pH, ATP ve kalsiyum iyon
konsantrasyonlarindaki degisiklikler yanhs katlanmis veya hic katlanamamis proteinlerin
Uretilmesine neden olur. Bu proteinler de hicrelerin yasamsal fonksiyonlarini bozar; bu
islem “proteotoksisite” ya da “ER stresi” olarak adlandirilir. ER stresi cesitli kosullarda
protein glikolizasyonunun bozulmasi, disulfit baglarin olusumunda azalma, ER limeninde
Ca+2 azalmasi, ER'dan Golgi'ye protein transportunun bozulmasi gibi nedenlerle ortaya
cikar. Hucreler, ER stresine karsi hilicresel bir korunma mekanizmasina sahiptir ve doért
farkh cevap yoladi ile hicre ER stresinden korunmaya (ER stresine cevap) calisir
(OZTURK, 2008).

1.5. ER Stresine Cevap Yollari

1) ER Stresinde Saperon proteinlerin transkripsiyonel diizeyde uyarilmasi

ER’da protein katlanmalari, Bip/GRP78 ve GRP94 gibi ER saperon proteinleri ve
protein distlfid izomeraz (PDI) ile peptidil-prolil izomeraz gibi enzimler tarafindan
kolaylastirihir. Bu proteinler ER stresi ile uyarlirlar ve bu uyanlma transkripsiyonel
dizeyde kontrol edilir. ER stresi kosullarinda, hticreler ER’dan ¢ekirdege dodgru,
katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak bilinen hicre ici sinyal yolunu aktive ederler.
UPR’nin hedef genleri promoter bdlgelerinde ortak bir bdlgeyi paylasirlar ki bu bélge ER
stres cevap elementi (ERSE) veya katlanmamis protein cevap elementi (UPRE) olarak
bilinir. Son zamanlarda, ATF6 (YOSHIDA ve ark., 1999) ve XBP-1'in (YOSHIDA ve ark.,
2001) memeli hicre UPR’si icin transkripsiyon faktérleri olduklari rapor edilmektedir.
ATF6, ER’da lokalize olmus tip II transmembran protein (p90ATF6) olarak sentez edilir ve
ER stres aracili proteolizis ile aktive olur (YOSHIDA ve ark., 2000). ER stresi, ATF6'nin
ER’dan golgiye tasinmasini uyarir (CHEN ve ark., 2002) ki; golgide ATF6 iki asamali bir
isleme maruz kalir. Ilk 6nce ATF-6'nin ER-liimeni kismi bdlge-1 proteazla (S1P) ve sonra

da transmembran kismi bolge-2 proteazla etkilesime girer. Baglanan N-terminal
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sitoplazmik u¢ (p50ATF6) cekirdede tranport edilir ve orada NF-Y ile birlikte ERSE’'ye
badlanir; sonugta UPR hedef genleri uyarilir. XBP-1 ERSE’ye badlanir. XBP-1 mRNA’sI ER
stresine cevap olarak ug uca baglanir ve bu UPR hedef genlerinin uyariimasinda yliksek
transkripsiyonel aktiviteye sahiptir. XBP-1 mRNA’sinin baglanmasi IRE1 aktivasyonuna
ihtiyvac duyar. IRE1 ER’da lokalize olan tipl transmembran endonikleazdir. Stressiz
kosullarda, ER saperon Bip IREa’nin ER Iimeni bolgesine (domain) baglanir ve bu proteini
inaktif formda tutar. ER stresi varlidinda ise, Bip katlanmamis proteinlere baglanir ve
béylece vyarismali olarak IREa’dan ayriir, bu da oligomerizasyon ve trans-
otofosforilasyonla IREa’nin aktive olmasina neden olur (BERTOLOTTI ve ark., 2000). XBP-
1 mRNA’sI ER stresi sonucu ATF-6 aktivasyonu ile uyarilir. Ters olarak, ATF6 mRNA’sI ER
stresi ile uyarilmaz. Bu nedenle, ER stresinin disik dizeyde ve erken ddéneminde
ATF6'nin; oysaki siddetli ve gec fazinda hem ATF6'nin hem de XBP-1'in aktive oldugu
soylenebilir (YOSHIDA ve ark., 2001).

2) ER stresinin tranlasyonel diizeyde zayiflatilmasi

ER’da, yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi bozulunca mRNA translasyonu
zayiflatilir ve katlanmamis proteinlerin daha ileri dlizeyde lretimi baskilanir. Bu olay,
elF2a’nin fosforilasyonu ile henliz translasyon asamasinin baslangicinda meydana gelir.
EIF2a faktorl baslatici Met-tRNA'nin ribozoma baglanmasina aracilik eder. EIF2a’nin alfa
alt tnitesinin Ser51 pozisyonunda fosforilasyonu bu asamayi boke eder ve protein sentezi
inhibe olur. Pankreatik endoplazmik retikulum elF2« kinaz (PERK), ER stresi sirasinda bu
fosforilasyondan sorumlu olan kinazdir (SHI ve ark., 1998). PERK ER’de lokalize olmus,
tip 1 transmembran serin/threonin kinazdir. IREla gibi, PERK'in aktivasyonu da Bip’in ER
I[imeni domaininden ayrilmasi ile tetiklenir ve bu oligomerizasyona ve trans-
otofosforilasyona onculik eder (BERTOLOTTI ve ark., 2000). IRE1 ve PERK’in limen
domainleri zayif bir homoloji (yaklasik %20 benzerlik) gosterirler; buna ragmen ER
stresine duyarlilikta fonksiyonel olarak dediskenlik gosterebildikleri rapor edilmistir
(BERTOLOTTI ve ark., 2000). PERK, translasyonel zayiflatmada esas etkili olan
dlizenleyicidir ki bu olay ER stresi sirasinda hicrenin hayati devamlihdi igin esansiyeldir.
PERK sinyal mekanizmasinin sonlandirilmasi PERK-Bip kompleksinin olusumu ve elF2a’nin
GADD34 ile defosforilasyonu sonucu gergeklesir (NOVOA ve ark., 2001). GADD34, ER
stresi sonrasi gelisen translasyonel baskilanmadan geri dénlstu tesvik eden negatif feed
back doéngusu olarak rol oynayabilmektedir. Memeli hicrelerinde bilinen 2 6nemli IRE1
proteini IREla ve IRE1B‘dir ve her ikisi de ER stres-sinyal iletim yollarinda rol alirlar.
Bundan baska IRE1B'nin 28s rRNA’yl baglayarak protein sentezini baskiladigi da rapor
edilmektedir (IWAWAKI ve ark., 2001). IREla pankreasta en baskin olanidir ve sirekli

olarak eksprese edilirken, IRE1[ ise barsak epitel hlicrelerinde 6zel olarak sentezlenirler.
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3) ER stresinde hatali katlanan proteinlerin yikimlanmasi (ERAD)

ER stresinde hatali katlanan proteinler ER-kalite kontrol sistemi tarafindan tespit
edilirler ve ER'dan sitosole tasinarak yikimlanirlar. Bu islem ER-aracili yikimlama (ERAD)
olarak adlandirilir. Bu islemin ilk basamadi hatali katlanmis proteinlerin taninmasidir.
Hatali katlanan glikoproteinlerin yikimlanmasi isleminde Man8-bagl lektin sinyal taniyici
faktér olarak gérev alir (JAKOB ve ark., 1998). Islemin 2. basamadi hatali katlanmis olan
proteinlerin yakalanmasi ve katlanmalaridir. Kalneksin (CNX) ve kalretikulin (CRT), ER
direncli lektin-benzeri saperonlar hatali katlanmis ptoteinlere baglanirlar. Uclincii
asamada sitosole tasinma islemi gergeklestirilir. Sitosolde ubikutin-konjuge enzimler
hatali katlanmis proteinleri 26S proteozom vasitasiyle yikimlamak Uzere hedef alirlar.
Hatali proteinlerin yikimlanmasi igslemi protein ubikutinle reaksiyona girmesiyle
gerceklesir. Bu asamada goérev alan enzimler maya da identifiye edilmislerdir ancak
insandaki homologlar hentz bilinmemektedir. Maya hlcrelerinde yapilan son calismalar,
hatali katlanmis proteinlerin ER’da etkili bir sekilde yikimlanmasinin UPR'yi gerektirdigini
ve ERAD sisteminde gorev alan bircok genin UPR ile uyarildidini goéstermektedir
(CASAGRANDE ve ark., 2000). Bu bulgular, ERAD sistemi kapasitesinin ER stresi

kosullarinda sinirh oldugunu, yeterli olmadigini ima etmektedir.

ER'nin protein katlama kapasitesi ile protein sentezine talep arasindaki
uyumsuzluk ER stresini uyarir. Sismanlik ve uzun sire silfonillreler ile tedavi gibi
kosullar altinda insllin sekresyonuna ihtiyag¢ artar. Bu da, bozulmus insllin sekresyonuna
dogru giden asin ylklenmis B hicrelerine neden olabilir. Bu kosullar altindaki B htcre
fonksiyonunun bozulmasi “pankreatik B hicresinin tilkenmesi” olarak tanimlanmaktadir.
B hicrelerine asin vylklenilerek kronik ER stresi uyarilir, bdylece hiicre fonksiyon
bozuklugu ve apoptoz yolu ile beta hiicre kitlesinde 6nemli bir azalma ortaya gikar (Sekil
2).
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Sekil 2. ER stres cevaplari (RAJAN ve ark., 2007).

4) ER stresinde apoptozisin uyarilmasi
Son yillardaki galismalar beta hiicrelerindeki ER stresinin hem Tip 1 hem de Tip 2
diyabetin gelisiminde etkili oldugunu gostermektedir. B hticreleri yogun olarak insulin
sentezlemesi ve salgilamasi nedeniyle siklikla ER stresine maruz kalan hicrelerdir. ER

stresi ile iliskili apoptozun gelisiminde 3 ayri yolak tespit edilmistir (Sekil 3).

a) Transkripsiyonel uyari yolagi: Birincisi, transkripsiyon faktor ailesinin tyesi olan

CHOP/GADD153 geninin transkripsiyonel diizeyde uyariimasidir. CHOP, fizyolojik
kosullarda ya sentezlenmez ya da disuk dlizeyde sentez edilir. Fakat ER stresine cevap
olarak, transkripsiyon dlizeyinde gugli bir sekilde uyariir (WANG ve ark., 1996).
CHOP’un asin uyarilmasi biyimede duraklamaya ve apoptozise neden olur (BARONE ve
ark., 1994). CHOP geninden yoksun fareler normal bir gelisim ve fertilite gdsterirlerken;
ER stresine cevapta apoptozis olusumunda azalma sergilerler (ZINSZNER ve ark., 1998).
Bu nedenle, CHOP ER stres aracili apoptozisin uyariimasinda édnemli bir rol Gstlenir. UPR
cevabinda ER saperonlari gibi CHOP geninin transkripsiyonu hem IRE1 yolu (WANG ve
ark., 1998) hem de ATF6 yolu (YOSHIDA ve ark., 2000) ile uyarilir. ilave olarak, CHOP
ayrica PERK yolaginda transkripsiyon faktorli ATF4’in tranlasyonel indiksiyonu ile de
uyariir (HARDING ve ark., 2000). ATF4 bircok hicre tipinde yiksek dizeyde eksprese
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edilir fakat ER stresi ya da amino asit azalmasi sirasinda elF2a fosforile olmadan etkili bir
sekilde translasyonu gergeklesemez. CHOP ayrica posttranslasyonel diizeyde de regile
edilir. CHOP’un Ser78 ve Ser81. pozisyonlarda p38 MAP kinaz tarafindan fosforilasyonu,
transkripsiyonel aktivitesini artinr (WANG ve ark., 1996). CHOP, ER stresi ile genlerin
uyarilmasina aracilik edebilir. Stresle uyarilan karbonik anhidraz VI'nin hicre proton
konsantrasyonunu artirarak ve hiicre ici pH'1 duslrerek apoptozisi destekledigi ifade
edilmektedir (SOK ve ark., 1996). Bunun nedeni proapoptotik regilatér Bax'in dislk
pH’da yuksek aktivite géstermesidir (ANTONSSON ve ark., 1997). CHOP’un Bcl-2 proteini
baskiladigi ve reaktif oksijen tirlerinin Gretimini artirdidi bildirilmistir (NAKAGAWA ve
ark., 2000).

b) c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) yoladi: ER stresinde ikinci apoptotik yol cJUN

NH,-terminal kinazin (JNK) aktivasyonu yoludur. JNK’lar gen ekspresyonunu dizenleyen
ve stres durumunda apoptozis ile hayatta kalma arasinda verilecek karara katilan sinyal
ileti proteinlerinin bir ailesidir. ER stresi JNK’lari IRE1a ve IRE1B lzerinden aktive eder.
JNK aktivasyonunun ve p38 yolunun devamliigi apoptozis sinyal duzenleyici kinaz
(ASK1)In aktivasyonunu gerektirir ki; bu, hicreyi apoptoza goturir (TOBIUME ve ark.,
2001).

c) Kaspaz-12 aktiflesmesiyle: Uciinct yol ise kaspaz 12’nin aktivasyonudur. Kaspaz
12, ER membranin sitosolik tarafinda lokalize olmustur ve ER stresi ile aktive edilir. Olim
reseptorleri ya da mitokondri aracili apoptotik sinyallerle aktive oldugu belirgin degildir.
Kaspaz 12 noksan fareler ER stres aracili apoptozise direng gostermektedirler. Kazpaz
12’nin m-kalpain (NAKAGAWA ve ark., 2000), IRE1a/TRAF2 (YONEDA ve ark., 2001) ve
kaspaz 7 (RAO ve ark., 2001) tarafindan aktive edildigi rapor edilmistir. m-kalpain
sitosolik Ca tarafindan aktive edilen noétral sistein endopeptidazdir. Aktive m-kalpain
sirasiyla prokaspaz 12 ve Bcl-xL'nin yakalanmasindan, kaspaz 12’nin aktivasyonu ve Bcl-
xL'nin inaktivasyonundan sorumludur (RAO ve ark., 2001). Sitosolik Ca artisi kaspaz
12'yi m-kalpain vasitasiyla aktive edebilmesine ragmen, kaspaz 12'nin neden sadece ER
stresi ile aktive oldugu bilinmemektedir. ER stresi sirasinda, sitosolik kaspaz 7'nin ER’ye
transfer edildigi rapor edilmistir (MAURICIO ve ark., 1998). Kaspaz-7 kaspazl2 ile
etkilesime girer ve onun o6ncil domainine badlanarak onu aktif hale getirir. Bununla
birlikte, kaspaz-7'nin ER’ye transferi sadece ER stresi ile dedil ayni zamanda Fas
tarafindan da uyarilir (CHANDLER ve ark., 1998). Buradan hareketle, kaspaz-7'nin, ER

stresine cevapta sinyalleri iletecek diger adaptor molektlere ihtiyaci oldugu soylenebilir.
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Sekil 3. ER stres sinyal yolaklari (RAJAN ve ark., 2007).

ER stres ileti proteinlerinden IREla ve PERK’in adacik B hicrelerinde ylksek
oranda sentezlendigi gosterilmistir. Bu da B hicrelerinde proteinlerin  dogru
katlanmalarinin siki bir kontrol altinda oldugunun gdostergesidir. Hatali protein
katlanmalar sonucunda beta hticrelerinin ER stresine cevap yolaklarini kullandigi ve bazi
kosullarda da hiicrenin apoptoza gittigi ve bunun sonucu beta hiicre kayiplari ile diyabetin

ortaya ciktigini gésteren gok sayida calisma vardir.
1.6. Endoplasmik Retikulum (ER) Saperon Proteinleri

BiP (Binding Protein)/Glucose Regulated Protein (GPR) 78'in ER saperonu oldugu
bilinmektedir ve Isi-Sok Protein (Heat Shock Protein) HSP 70 ailesine mensuptur. BiP
katlanmamis proteinlerin hidrofobik bdlgelerindeki badlar, kendi substrat baglanma
bolgesi yolunu kullanarak ATP'nin hidrolizi ile konformasyonel dedisiklikleri uyarir
(YOSHIDA, 2007).

Oksijen reglle edici protein (OPR)150/GPR 170 bir ER saperonudur ve HSP 110
ailesi (HSP70 in bir alt ailesi) mensubudur. Proteinlerin katlanmasini BiP‘e benzer bir
mekanizma yolu ile kolaylastirir. Hipoksiye cevapta gérev almaktadir. ER dnal (ERdj),
ERdj3/human ER asociated dnaJ (HEDJ), ERdj4, ERdj5, SEC63, ve p58IPK HSP40 ailesine
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bensup ER saperonlandirlar. BiP‘in ATPaz aktivitesinin regulasyonundan sorumlu
saperonlardir. BiP iliskili Protein (BAP) ntkleotid dedisimini artirarak BiP’in gorevlerini
ayarlar. GRP94; HSP90 ailesine ait bir ER saperonudur ve ATP'nin hidrolizi ile protein
katlanmalarina yardimci olmaktadir. FKB13; FKB ailesine ait bir peptidil-prolil
izemerazdir. Sekretuvar proteinlerin genel katlanma prosesinde goérevlidir (YOSHIDA,
2007).

Kalneksin ve kalretikillin glikoprotein katlanmalarina yol agcan spesifik ER saperon
proteinleridir. iki glikoz arti§i ne zaman glikozidaz I ve II tarafindan koparilir ve sadece
bir glukoz rezidlesi kalirsa kalneksin ve kalretikilin alici proteini katlar. Son glukoz artigi
glikozidaz II tarafindan kirpildigi zaman, kalneksin ve kalretikilin alici proteini birakir ve
UDP glikoz-glikoprotein-glikoziltransferaz’a baglanir (Sekil 4). EJer protein sorunsuz bir
sekilde katlanirsa protein enzimden birakilir ve golgi aparatina tasinir. Eder protein
katlanmazsa UDP glukoz-glikoprotein glikoziltransferaz bir glukoz artigini baglar ve
kalneksin ve kalretikiline geri doner. Bu katlanma stlirecinin adi kalneksin siklusudur.
Kalneksin ve kalretikiilin sirasiyla transmembran ve luminal proteinler olmalarina karsin

benzer molekller yapi ve formlar paylasirlar (DEPREZ ve ark., 2005).

ER
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Sekil 4. Glikoproteinin katlanmasi ve katlanmayan glikoproteinlerin degradasyonu
(YOSHIDA, 2007).
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1.7. Tip 2 diyabet ve ER stres-aracili B-hiicre apoptozisi

Diyabet hastaliginin en yaygin formu tip 2 diyabettir ve genelde eriskinlerde
obezite ile iliskili olarak ortaya cikar. Hastalik insilin sekresyonunda (B-hiicre fonksiyon
yetersizligi) ve inslline duyarlilikta azalma (instlin direnci) durumlarinin kombinasyonu
ile karakterizedir. Normal beta hicre fonksiyonuna sahip bireyler, obezite gibi kosullarda
instlin sentezini artirarak insilin direncine adapte olabilirler. insilin direncini kirmak
amaciyla artan ihtiyaca cevap vermek lzere sirekli insllin sentezi beta hicrelerinde
ilerleyen bir yetmezlige ve sonunda hiperglisemiye neden olur. Obez insanlarin yaklasik
%10-15'inde diyabet gelismektedir (DeFRONZO ve FERRANNINI, 1991). Bu ylzden, tip 2
diyabetin patogenezinde beta hiicre fonksiyon bozuklugu kilit faktérdiir. Insdlin
sekresyonundaki yetersizlige ilave olarak, beta hucre kitlesindeki azalma da fonksiyon
bozuklugu ile sonuglanir. Aslinda cok sayida calisma, tip 2 diyabetik hastalarda
muhtemelen B-hicrelerinin apoptotik 6éliminden kaynakl B-hicre kitlesinde azalma

oldugunu gostermektedir (STEFAN ve ark., 1982).

Insilinin asin sekresyonu, diyabet éncesi evrede ya da tip 2 diyabetin erken
diyabetik fazinda siklikla gérilir. Insilin direnci ve uzun streli silfoniliire tedavisi sonucu
insdlin sekresyonuna duyulan ihtiyvacin artmasi B-hlcrelerinde asir yiklenmeye ve
sonucta instlin sekresyonunda azalmaya neden olabilir. Sudlfoniltire grubu ilaglar oral
hipoglisemik ajanlardir ve B-hicrelerini insilin sekresyonu yapmak Uzere uyarirlar. Bu
kosullar altinda gelisen B-htlicre fonksiyon bozuklugu “pankreatik B-hicre yogunlugu”
olarak ifade edilir. iliskili mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. ER stresine duyarllik
hiicreden hiicreye farkhlik gosterir. B-hlicreleri belkide ER stresine en duyarli hicrelerdir
(19). ER stresini ileten (dizenleyen) proteinler olan Irela ve PERK pankreatik -
hicrelerinde ylksek oranda sentezlenirler. Bu muhtemelen B-htcrelerinin yiksek
dizeyde protein sentezi ile donatilmis olmasi ile iligkilidir. ER stres iletici bu proteinlerin
yuksek dizeyde sentez edilmeleri, B-hlcrelerinde sentezlenen proteinlerin siki bir sekilde
kalite kontrollerinin yapilabilmesi icin gerekli olabilir. Daha 6nce de belirtildigi gibi,
ER’daki protein trafigindeki aksaklik hiicrenin 6limiine neden olabilir. B-hicreleri ER stres
aracili apoptozise yuksek derecede duyarlidirlar. Spontan olarak hiperglisemi tablosu
gbsteren mutant Akita farelerinde insllitis ya da obezite olmadan B-hlicre kutlesinde
azalma gelisir (YOSHIOKA ve ark., 1997). Devaml olarak gerceklesen hiperglisemi
tablosuna CHOP’un uyarilmasi ve B-hicre apoptozisinin eslik ettigi rapor edilmistir
(OYADOMARI ve ark., 2002). Sdrekli hiperglisemi gosteren Akita farelerinde diyabet
gelismesi durumunda, ER saperon Bip ve ER stres iliskili apoptozis faktéri CHOP’un
MRNA sentezleri pankreasda uyarilir. Mutant insilinin asin eksprese edildigi fare MIN6 B-

hicrelerinde CHOP ekspresyonu uyarilir ve apoptozis gelisir. Bununla birlikte CHOP geni
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susturulmus olan homozigot Akita farelerinde, diyabetin olusumu engellenememektedir.
Bu nedenle, CHOP’un disinda IJNK ve kaspaz-12 gibi diger yollarin da apoptoziste etkili

olabilecegdi sdylenebilir.

Son vyapilan calismalar, PERK’den yoksun fareler ve elF2-a fosforilasyon
bélgesinde mutasyon olusturulan farelerde, B-hicrelerinin ER stresine daha duyarl
olduklarini gdstermistir (HARDING ve ark., 2001). PERK noksan fareler yasamlarinin 4.
haftasinda belirgin bir hiperglisemi gosterirler ve dogum sonrasi donemde B-hiicrelerinde
artan bir apoptozis oranina sahiptirler. Bu farelerin pankreas langerhans adaciklarinin
elektron mikroskop gorintllerine bakildiginda beta hicrelerinin  endoplazmik
retikulumlarinin genisledigi, sekretor grantllerin blylkliglinde ve sayisinda azalma
oldugu gorilmistiar. Benzer degdisiklikler Akita farelerin adaciklarinda da goérilmustir
(WANG ve ark., 1999). PERK vyolagi, fizyolojik kosullarda yeni protein sentezinin ER
katlama kapasitesini asmamasi yoninde bir sigorta ya da garantér goérevi gorir. B-
hicreleri translasyonel zayiflatmanin yokluguna oldukca duyarh hicrelerdir ki bunun
devaminda apoptozisle sonuclanan bir ER stresina maruz kalirlar. Oysaki diger hicreler
bu kosullara kolaylikla adapte olabilme yetenedine sahiptirler. Bu nedenledir ki; PERK

yolagdi B-hucrelerinde protein sentezinin fizyolojik yukinde esansiyel bir yoldur.

Tum bu bilgilerden hareketle, B-hicrelerinde ER diyabetin gelisimini modifiye
edebilme potansiyeli tagsimaktadir. Protein sentezine duyulan ihtiyac ile ER'un protein
katlama kapasitesi arasindaki dengesizlik ER stresini tetikleyebilir. Tip2 diyabette, ER'da
disuk duzeyde ve uzun sireli olarak devam eden protein yanlis katlanmalarinin B-hicre
kayiplarina neden olabilecedi soylenebilir. B-hlicrelerine asiri yuklenilmesi kronik ER
stresine neden olabilir. B-hlcrelerinde ER stresi aracili apoptozis Uzerine yapilacak
calismalar diyabetin patogenezinde yeni mekanizmalarin aydinlatiimasina ve tedavi

hedeflerinin iyi belirlenmesine isik tutacaktir.

1.8. Epstein Barr Virus (EBV)

Epstein-Barr Viris Gamma-1 herpesvirlis veya lenfokriptovirls ailesine aittir.
Lenfokriptovirls ailesinde yer alan virlsler yalniz primatlarda enfeksiyon yaparlar. Bu
viruslarin iginde sadece EBV insanlarda da enfeksiyon yapar (Kutok JL ve Wang F. 2006).
Epstein-Barr Viris ait oldugu Lenfokriptoviriis genusunun didger Uyeleri gibi litik,
persistan, latent ve transformasyona neden olabilen enfeksiyonlara yol acar (Arman D.
2002). BUtdn insan popllasyonlarinda hayatin ilk dekadinda EBV ile enfekte olma orani
%95'den fazladir (Kutok JL ve Wang F. 2006).

Epstein-Barr Virdsin ayni zamanda gastrik karsinom ve oral skuamoz hicreli

kanser ile de iliskisi gosterilmistir (6). Epstein-Barr Virlis ile meme kanserleri arasindaki
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iliski bazi calismalarda ylksek oranda bulunurken bazi calismalarda iliski olmadigi
belirtilmistir (Bonnet M. 1999, Chu JS. 1998).

Lenfokriptovirtsler B lenfositlerde latent enfeksiyonun yani sira genellikle sinirli
enfeksiyon yaparlar. Lenfokriptovirlsler B lenfositlerde latent enfeksiyon yaptiklarinda bu
olay, hicre proliferasyonuna ve transformasyon slrecine katkida bulunan uzun sire

sinirli latent gen Grlnlerinin yapimi ile sonuglanir (Beaulieu BL ve Sullivan JL. 1999).

Epstein-Barr Virisin genomu 172 kb’dir ve yaklasik 100 gen kodlamaktadir.
Latent EBV enfeksiyonunda B lenfositlerin dliumsuzlesmesi ile iliskili yapilar 6 EBV niklear
antijen (EBNA; EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3C ve EBNA-LP), 2 latent membran
proteini (LMP-1, LMP-2), 2 kigcuk, translasyona ugramamis ve poliadenile olmamis RNA
(EBER-1 ve EBER-2) ve BamH1-A bdlgesi transkriptlerini (BARTs) kapsamaktadir (Kutok
JL ve Wang F. 2006). Bu proje 6nerisi kapsaminda asadida belirtilecek olan nedenlerden
oturd INS1E (832/13) beta hucre kualtirine uygulanacak EBV rekombinant proteinleri
olarak; EBNA1 ve LMP1 tercih edilmistir.

1.8.1. Epstein-Barr Virus, Proliferasyon ve Onkogenez

a. Epstein-Barr Virus cesitli lenfoproliferatif hastaliklara neden olabilir
(Dogan B. 2005). Bunlar:

1. Hemofagositik lenfohistiositoz: Benign bir hastaliktir, histiositik proliferasyon
ve hemofagositoz ile karakterizedir. Epstein-Barr virus ile enfekte lenfositler TNF-a
ve IFN-y salintmini artirir. Bu yapilar makrofaj aktivasyonuna neden olur. Hastalik
ates, lenfadenopati, hepatosplenonegali, hepatit, pansitopeni ve koagulopati ile
kendini gosterir (Dodan B. 2005).

2. Lenfoid Granilomatozis: Lenfoid sistemin EBV ile iligkili damar hasan ile
karakterize bozuklugudur. Ates, bulanti, kilo kaybi ve 6kslirtik goraldr. Bir immin
yetmezlik durumu vardir (Dogan B. 2005).

b. Bunun yaninda Epstein-Barr Viriis malign hastaliklara da neden
olabilmektedir. Bunlarin baglicalari:

1. Burkitt lenfoma:

Epstein-Barr Virus ile iligkili ve biyolojik, yerlesim yonlerinden birbirlerinden
farkli 3 klinik sekli vardir. Bunlar endemik, sporadik ve immuin yetmezlikli kisilerle iliskili
varyantlardir. Burkitt lenfomanin endemik formu, Afrikanin ekvatoryal bélgelerinde ve
Papua Yeni Gine'de sikca (50-100/106) gorilir. Tumor hicrelerinde EBV'nin varhgi ile

endemik BL arasinda hemen hemen %100 iliski vardir.
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Epstein-Barr Virts primer olarak B lenfositleri enfekte eder ve prolifere
olabilecedi blastlara ulasir. Epstein-Barr Virts nuklear antijen-2 ve LMP-1 lenfositlerin

olumsizligu agisindan énemlidir.

1.8.2. Hodgkin hastalig::

Hodgkin lenfoma (HL) klinik olarak agresif ama tedavi ile sag kalim oranlari
yuksek; malign lenfoma gurubunda kabul edilen heterojen bir hastaliktir (Kim LH. Ve ark.
2004). Hodgkin ve Reed-Sternberg Hducrelerinin (HRS) orijininin lenfoid kdkenli
oldugunun saptanmasi nedeniyle Hodgkin Hastaligi olan adlandirma yerini HLya
birakmistir. Genellikle lenf dugumlerinde ve en sik servikal bolgede ve ¢cogunlukla geng
erigkinlerde go6zlenmektedir. Etiyopatogenezinin aciklanmasinda ©6nemli gelismeler
olmasina karsin belirsizlikler hala surmektedir. Enfeksiyon ile iliskisine ydnelik
epidemiyolojik, klinik, ve histopatolojik kesin bulgular vardir(Sarac S. ve ark. 2005,
Straathof KCM. Ve ark. 2003). Ebstein-Barr virasunun (EBV) rolu serolojik calismalarda
ve biyopsi materyallerinde siklikla bulunan EBV genomuyla desteklenir. EBV-HL iligkisi
bilinen bir konu olmasina karsin EBV’'nin hastalidin gelisimindeki rolii ve prognostik

onemi tartismalidir.

1.9. Proliferatif Ajan Olarak Epstein-Barr Nuclear Antigenl (EBNA1)
Proteini
EBNA1, epizomal EBV genomunun korunumu ve replikasyonu icin gerekli olan ve

DNA badlayan bir proteindir. Bu fonksiyon, EBNA1'in viral replikasyonun plazmid orijini
olan “oriP”ye baglanmasiyla kazaniimistir (Sample ve Kieff, 1996). EBNA1 ayni zamanda
Qp'nin kendi ekspresyonunu ters yonde ayarlamak icin asagdi dogru olan iki bolgesi ile
etkilesir (Nonkwelo ve ark., 1996). EBNA 1 transkripsiyonal bir transaktivatér olarak
hareket ederek Cp ve LMP 1 promotorunu regule eder (Sample ve Kieff, 1996). EBNA1
proteini, farkli EBV izolatlarinda farkl blytklige sahip glisin-glisin-alanin (Gly-Gly-Ala)
tekrar dizileri icerir (Sample ve Kieff, 1996). Bu tekrar alani sinirlandiriimis MHC class 1'in
cis etkili inhibitoradir ve antijen surecini ubikitin-proteozom kaskadi yolu ile inhibe
ederek fonksiyonu acida cikarir (Levitskaya ve ark., 1995). EBNA 1 olusturan
peptidlerdeki hata hedef hlicrelerde eksprese oldugunda inefektif CD8+ T-hiicrelerinin

EBNA1 cevabi ile sonuglanir (Wilson ve ark, 1996).

Yapilan bir galismada, transgenik farelerdeki B-hticrelerinde EBNA1 ekspresyonu
B-hucre proliferasyonu ile sonuglandidi goésterilmistir. Bu da onkogeneziste EBNA1’in

direkt roll olabilecegini 6ne sirmektedir (Wilson, 1996).

EBNA1 epizomal replikasyon ve viral genomun devamliidi icin gereklidir

(Beaulieu BL ve ark. 1999). Epstein-Barr VirUs ile enfekte olan tim hicreler mutlaka
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EBNA-1 sentezler. Virlsin hicrede persistansi icin EBNA-1 gereklidir ve EBNA-1
sentezlemeyen rekombinant virusler, B lenfositleri 6lumsuzlestiremezler (Yaung LS. ve
ark. 2003). Latent EBV enfeksiyonunda enfekte hiicrenin cekirdedindeki tium kromozom
ile EBNA-1 iligkilidir ve latent replikasyon orjini (Ori P) ve kromozomal proteinlerin her
ikisininde birbirleri ile etkilesmeleri EBV epizomlarinin yeni nesil hicrelere gecisini saglar
(Beaulieu BL ve ark. 1999). Epstein-Barr Viris niklear antijen-1’in santral kismi gly-ala
tekrarlarindan olusur (Yaung LS. ve ark. 2003). Bu bdlgeler immin sistemden kagista
onemlidir. Bu tekrar bdlgeleri, ubiquitin/proteasome antijen isleme yolunu inhibe ederek
viral proteinlerin islenmesini ve MHC Sinif-1 aracih sunumunu o6nler. Bdylece EBV

sitotoksik T lenfositlere (CTL) sunulamaz ve CTL'lerin cevabi engellenir (Dogan B. 2005).

EBNA1 EBV latent gen ekspresyonunun duzenlenmesinde anahtar rol oynar ve
EBV replikon plazmid replikasyonu icin gerekli olan tek viral bir proteindir (Elizabeth R. ve
ark. 2000). Ancak EBNAZX’in proliferasyondan sorumlu transkripsiyon faktorlerini hangi

mekanizmalarla artirdigi gizemini korumaktadir.

1.10. Proliferatif Ajan Olarak Latent Membrane Protein 1 (LMP1)

LMP1’in fonksiyonunda en az doért adet kaskad bulunmaktadir. Bunlar NF-kB,
JNK/AP-1, p38/MAPK ve JAK/STAT' dir. LMP1'in C terminalinde en az iki aktive eden
bélge bulunur. Bunlar CTAR1 ve CTAR2'dir (C-terminal ’i aktive eden boélgeler 1 ve 2).
CTAR1 membrana proksimal olarak lokalizedir (aminoasit 351-386) ve EBV" B-
hicrelerinin uzun dénem gelisimi icin gereklidir (Izumi ve Kieff, 1997). LMP1'in
lenfositlerdeki ekspresyonu, transkripsiyon faktori NF-kB’ nin aktivasyonu ve anti-
apoptotik bir gen olan bcl-2 ve A20 geninin ekspresyonunun denetlenmesi gibi cesitli
hicresel degisiklikleri indiklemektedir (Laherty ve ark., 1992; Rowe ve ark., 1994).
Transkripsiyon faktori NF-kB’nin aktivasyonu dogrusal olmayan hiicre sinyalindeki
LMPL1’in 6nemindeki ilk belirtidir. Hem CTAR1, hem de CTAR2, NF-kB'yi bagdimsiz olarak
aktive edebilir (Huen ve ark., 1995). CTAR2, NF-kB aktivasyonuna arabuluculuk yapan
LMP1’in bilyuk cogunlugunun (%70-80) tumor nekrosiz faktori reseptort (TNFR) ile
iligkili 6lim domain proteini (TRADD) ile etkilesimini aciklar. Geri kalan NF-kB
aktivasyonuna arabuluculuk yapan LMP1’in %20-30'u CTAR1 P?**XQ?%°°XT%°® motifinden
elde edilir. Bu motif TNF ile iliskili bircok faktérle etkilesmektedir (Devergne ve ark.,
1996).

LMP1, JNK (c-Jun N-terminal kinaz) kaskatini yalnizca CTAR2 yolu ile aktive eder
(Eliopoulos ve ark., 1999). Oysa p38/MAPK kaskatinin aktivasyonunda hem CTAR1 hem
de CTAR2 arabuluculuk etmektedir. LMP1’in C-terminalindeki 33 baz ciftlik tekrara sahip
prolince zengin bir dizi Janus kinaz 3 (JAK3)’Un aktivasyonuna arabuluculuk eder (Gires

ve ark., 1999). LMP1’in plazma membrani igindeki agregasyonu igin kritik bir énkosuldur
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ve transmembran domeynlerin instrinsik bir 6zelligi olarak ortaya cikar (Gires ve ark.,
1997). LMP1, lipid vyidinlarinda zenginlestirilmistir ve hicre iskeletiyle iliskidedir.
Transmembran domeynleri, LMP1'i lipid yidinlarina yonlendirmekten sorumludur, oysa
LMP1’in TRAF molekilleriyle etkilesimi LMP1’in hicre iskeletiyle iliskisi icin énemlidir
(Higuchi, 2001).

1.10.1. LMPZX’in proliferatif etkinlikte oldugunu gosteren literatiir verileri.
1. LMP1, promotori EBNA-2'ye yanit elementi tasir (Beaulieu BL ve ark. 1999).
2. Hiicre ylizey adezyon molekdllerinin artisina yol acar (Yaung LS. ve ark. 2003).

3. Hucresel onkogen bcl-2'nin yapimini artirarak EBV ile enfekte B lenfositleri

apopitozisten korur (Beaulieu BL ve ark. 1999).

4. Latent membran protein geninin fibroblastlara transferinde, normalde timoér
olusturmayan fibroblast dizilerinden bazilarinin timér hiicresi haline gectigi goérulmustur
(Beaulieu BL ve ark. 1999).

5. In vitro olarak; proliferasyonun devami ve B lenfositlerdeki 6limsizligin

devami acisindan gerekli oldugu gosterilmistir (Niedobitek G. ve ark. 2001).

6. Hucresel adezyon molekiullerinden lenfosit fonksiyonu ile iliskili antijen (LFA)1,
LFA3 ve ICAM1 ifadelenmesine neden olurlar. Bu nedenle, LMP-1 ifade eden hucreler ¢cok
stk kimelesirler. Bu molekiller B lenfositlerle T lenfositler arasinda LFA3/CD2 ve
LFA1/ICAM1 adezyon yollar ile baglanti kurar ve EBV ile transforme olmus B lenfositlerin
CTL (sitotoksik T lenfosit) ‘ler aracilidi ile eliminasyonunda 6nemlidir. Sitotoksik T lenfosit
aracih lizis 6zellikle immunslpresif hastalarda tedavide kullaniimaktadir (Beaulieu BL ve
ark. 1999).

7. B lenfosit aktivasyon molekdullerinin (CD23, CD39, CD40 ve CD44 gibi)
ifadelenmesini uyarir (Niedobitek G. ve ark. 2001).

8. Latent membran protein-1 ile olusan uyari CD40 ile olusan uyarn ile sinyal

yayihm yollari ve molekdulleri bakimindan paralellik gésterir (Beaulieu BL ve ark. 1999).
1.10.2. LMP1 Iliskili Biyokimyasal Yolaklar

Epstein-Barr Viris LMP-1, 63 kilodalton agirlhiginda integral membran proteinidir
ve (¢ ana parcaya bolunebilir: ilk parca; LMP-1'i plazma membranina badlayan ve
proteini yonlendiren bir amino terminal sitoplazmik kuyruk (1-23.aminoasitler), ikinci

parca; LMP-1 agregasyon ve oligomerizasyondan sorumlu alti hidrofobik transmembran
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dugum (24-186. aminoasitler) ve Uguncl parca; molekulin sinyal aktivitesininin blyuk
bolumund olusturan uzun karboksiterminal sitoplazmik bolgedir (187-386. aminoasitler).
Nuklear faktor-kB (NFkB) transkripsiyon faktor yolunu aktive edebilme yeteneklerine
gore iki farkli fonksiyonel boélge; C-terminal aktivasyon bdlgeleri 1 ve 2 (CTAR1 ve
CTAR2) olarak tanimlanmislardir (Zheng H. ve ark 2007). Latent membran protein-1’'in
sinyal etkisi tumor nekroz faktor (TNF) reseptdr, TNF reseptor iliskili faktor (TRAF)' Un
CTAR1 ile 13 direk olarak veya CTAR2'ye badlanan olim bdlgesi iceren protein TNF
aracihkh 6lim domaini (TRADD) ile indirek olarak etkilesmeleri sonucu ortaya cikar
(Eliopoulos AG ve Young LS, 2001). Bu adaptdr proteinler NF-kB-indikleyen kinaz (NIK)
ve IkB kinazlan (IKK) iceren bir multiprotein katalitik kompleks olustururlar. Bu hem
klasik IkB alfa bagimli NK-kB yolunun (p50-p65 heterodimerlerini icerir) aktivasyonu,
hem de p52-p65 heterodimerlerinin olusumu icin p100 NF-2kB islenmesi ile sonuglanir
(Eliopoulos AG ve ark. 2003). (Sekil 1).

Lipid raft

Wl W e

Nature Reviews | Cancer

Sekil 1: EBV LMP1 iliskili yolaklar (Eliopoulos AG ve ark. 2003).
1.11. ileri Siiriilen Hipotezler

Literatir verilerinden anlasilmaktadir ki uzun sdreli (10 yil ve (zeri) oral
antidiyabetik tedavilerinde vucut ister istemez eksojen insuline bagiml hale gelmektedir
(Qian L. 2008). Buda diyabetikler agisindan diyabetik komplikasyonlarla miucadele

etmenin yaninda sosyal endikasyonlari da (insilini devamli yaninda tasima, her an her

26



yerde vicuduna zerk etme problemi, umutsuzluga teslim olma vb.) beraberinde
getirmektedir. Ozellikle insilin sekresyonunu artirmaya yénelik tasarlanan oral
antidiyabetik ilaglarin (sulfonilire vb.) uzun sireli kullanimlar sonucunda artik bilimsel
bir gerceklik olarak Endoplasmik Retikulum organelinden kaynaklanan stress ile beta
hicreleri apoptoza siriklenerek beta hiicre kitlesi azalmaktadir (Yoshida H, 2007). Bu
baglamda calismanin amaci her ne sebeple olursa olsun beta hicre kutlesindeki
azalmadan kaynaklanan eksojen insiline gegis donemlerinin tedavisine yeni bir yaklasim
gelistirmek ve hatta yeni bir antidiyabetik ajana 6ncllik etmek ya da ilerleyen dénemler
icin sdylenebilir ki viroterapi ajani tasarlanmasina zemin hazirlamaktir. Bu amagla yapilan
literatlr taramalarinda EBV oldukga ilgi gekici bulunmustur. EBV'nin proliferatif etkinligini
ise iki ana protein aracihidiyla yapmasi nedeniyle bu iki proteine odaklaniimis ve bu iki
proteinin beta hilicre kltlesini artirma amaciyla proliferatif ajan olarak kullanilabilir mi
sorusuna yanit aramak amacglanmistir. Proje amaci itibariyle bu bakimdan llkemizin ve
dinyanin en blylk saghk problemlerinden ve sadglik harcamalarinin buyuk bir
cogunlugunu olusturan diyabetik komplikasyonlarin 6nlenebilirligi / kontrol altinda

tutulabilirligi acisindan oldukca 6nem tasimaktadir.

Projenin hedeflerini ve erisiimek istenen sonuglar asadidaki gibi siralayabiliriz.

e Hedef 1: INS1-E (832/13) pankreatik beta hicrelerine EBV LMP1 ve EBV EBNA1
rekombinant proteinlerinin uygulanmasi socunda proliferasyonun gen dlizeyinde

nasil etkilendiginin tespiti.

« Erisilmek istenen sonug(-lar) 1: Proliferasyondan sorumlu olan bazi genlerin
(FoxO1, PDX-1, B-katenin, Wnt, TCF7L2) ekspresyon diizeylerinin analizi.

« Hedef 2: EBV LMP1 ve EBV EBNA1l rekombinant proteinlerinin uygulanmasinin

pankreas beta hlicre apoptozunda etkili olup olmadigini géstermek.

« Erigsilmek istenen sonug(-lar) 2: Apoptotik siiregte rol oynayan NFkB, sitokinler
(TNFa, IFNy, IL-1B), kaspaz 3, 8 ve 12 ile JNK'nin; hem ER aracili apoptosis
faktéri hem de ER stres markeri olan CHOP’un, antiapoptotik faktorler bcl2 ve
bcl-xL'nin  gen  ekspresyon dlizeylerinin  analizleri. Bunlarin  yaninda

immunohistokimyasal olarak TUNEL methodu ile apoptotik indeksin belirlenmesi.

« Hedef 3: INS1-E (832/13) pankreatik beta hicrelerine EBV LMP1 ve EBV EBNA1
rekombinant proteinlerinin uygulanmasinin; Endoplasmik Reticulum (ER) stresi

Uzerine etkisini belirlemek.
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Erisilmek istenen sonug(-lar) 3: ER stres belirteclerinden olan GRP-78, ATF4
ve ATF-6 ile PERK’in gen ekspresyon duzeyleri.

Hedef 4: INS1-E (832/13) pankreatik beta hicrelerine; EBV LMP1 ve EBV EBNAL
rekombinant proteinlerinin uygulanmasi ile Insilin sekresyonu arasinda bir iligki

olup olmadiginin belirlenmesi

Erisilmek istenen sonug(-lar) 4: “Glucose Stimulated Insulin Secretion” testi

ile ELISA yontemi kullanilarak insilin analizleri.

Hedef 5: INS1-E (832/13) pankreatik beta hucrelerinde; EBV LMP1 ve EBV
EBNA1 rekombinant proteinlerinin uygulanmasi sonucunda beta hiicrelerinin DNA

hasari acisindan tetkik edilmesi

Erisilmek istenen sonug(-lar) 5: EBV LMP1 ve EBV EBNA1l rekombinant
proteinleri uygulanan ve uygulanmayan beta hiicre kultirlerinde Comet Assay

analizi ile DNA hasar skorlarinin karsilastirilmasi.

Hedef 6: INS1-E (832/13) pankreatik beta hicrelerinde; EBV LMP1 ve EBV
EBNA1 rekombinant proteinlerinin uygulanmasi ile beta hlcre sayisinin nasil

etkilendiginin tespiti

Erisilmek istenen sonug(-lar) 6: EBV uygulanan ve uygulanmayan beta htcre

kalturlerinde MTT hicre viabilete testi.

Hedef 7: INS1-E (832/13) pankreatik beta hucrelerine EBV LMP1 rekombinant
proteini uygulamasi socunda hticre kiimelesmelerinin olup olmayacadi ve ICAM1

ifadelenmesinin nasil etkilenecedi.

Erisilmek istenen sonug(-lar) 7: LMP1 rekombinant proteini uygulanan beta

hicre kultirinde ICAM1 gen ekspresyon diizeyinin belirlenmesi.

Hedef 8: INS1-E (832/13) pankreatik beta hicrelerine EBV LMP1 ve EBV EBNA1
rekombinant proteinlerinin uygulanmasi sonucunda beta hicre proliferasyonunun

bu durumdan nasil etkilendiginin tespiti.

Erisiimek istenen sonug(-lar) 8: Hedef 8 dogrultusunda manipile edilen beta
hicre kulturinde, immaunohistokimyasal olarak PCNA protokolil beta hucre

proliferasyonunun analiz edilmesi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hucre kultari

Hucrelerin homojen populasyonlarindan olusmasi nedeniyle hicre kiltirleri
glinimuz fen ve sadlk bilimleri arastirmalarinda 6énemli bir yer tutmaktadir. Pankreas
beta hucreleri ile ilgili in vitro calismalarda dedisik mutant hicre kilturleri
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda MIN6 (fare), INS-1 (rat), HIT-T15 (hamster), BRIN-
BD11 (rat) gibi beta hiicre hatlar sayilabilir. Bu galismada rat INS-1 beta hicre kultir
kullanilacaktir. Bu hicreler klonal insilin dreten insllinoma hicreleridir ve ylksek

glukoza hassastirlar.

Hicre kuiltarag flasklarinda sispansiyon ortaminda hicrelerin bdyutilmesi ve

gogaltilmasi basamaklari asadida verilmistir.
2.2. Hiicre pasaji

Hlcreler %10 (v/v) oraninda isi ile inaktif edilmis fétal buzagi serumu (FCS) ve 5
mM glutamin, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 1 mM sodyum piruvat, 50
mikroM 2-merkaptoetanol ve 10 mM HEPES iceren RPMI 1640 besi yerinde 37°C, %5
CO, ve %95 hava iceren bir atmosferde inklibe edildi. Hicreleri cogaltmak amaciyla
yaklasik cm karede 4x10* hiicre yogunlugu olacak sekilde 75 cm?lik flasklara 3x10°
hicre 20 ml besi yeri iceren kultir kabina (150-mm flask) konarak 4-5 gin silreyle
inkiibasyona birakildi. Siispansiyon steril kapakh tiplere aktarilarak 400xg ve 25°C’de 5
dakika santriflj edilerek hicre tortusu elde edildi. Pelet Gzerine tip hacminin yaklasik
1/3'U kadar taze besi yeri sivisi konarak pipet ile karistirilacak ve buradan alinan 20ul
hicre suspansiyonu ile 90 upl tampon (1xPBS + %1 FCS) ve 100 pul tripan mavisi
eppendorf iginde karnistinldi. Mikroskopik incelemede karisimda beyaz renkte canli
hicreler ile mavi renkte o6lu hucrelerin mililitredeki sayisi hemositometre (izerinde

belirlendi.
2.3. Hiicre kiiltiiriinde ER stres modelinin olusturulmasi

Flasklar igerisinde codaltilan hiicreler 1-2 dakika sureyle tripsin (1ml 9%0.25) ile
muamele edilerek hticrelerin flask tabanindan serbest kalmasi saglandi. Serbest birakilan
hicre topluluklar pipet ile toplanarak kapakli tiip iginde yukarida belirtildigi gibi santrifij
sonrasi RPMI ile yikandiktan sonra hicre sayimi yapilarak ER stresi olusturmak icin

8x10°/ml hiicre olacak sekilde flasklara dagitildi. Komple medyumda ve 37°C, %5 CO,
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ortamda bir gece inkiibasyonun ardindan PBS ile bir kez yikanmasinin ardindan galisma

icin kullanildi.

Hiicreler ER stresi olusturmak icin 10°® mol/I thapsigargin (THAPS) (DMSO icinde)

ile 18 saat sureyle muamele edildi.

2.4. LMP1 ve EBNAl1l Rekombinant Proteinlerinin Hucre Kultirine

Uygulanmasi

EBV rekombinant proteinleri LMP1 ve EBNAL ticari olarak elde edilmistir. Yapilan
LD50 doz denemelerinde her iki protein icin de 0,1 ppm ve 0,5 ppm dozlarda

uygulanmalarina karar verilmistir.
2.5. Insiilin sekresyon olgiimii

Hucreler glukoz icermeyen Krebs-Ringer bikarbonat HEPES (KRBH) tamponu (135
mM NacCl, 3,6 mM MgCl,, 1,5 mM CaCl, ve 10 mMHEPES, ph7,4 BSA (0,1%) ile 2 kez
yikandiktan sonra 37 °C de 30 dk siireyle ayni mediumda inkibe edildi. Bu islem bir kere
daha tekrarlandi. Inkubasyon pleytin buz lizerine konmasi ile durduruldu. Siipernetant
sekrete edilen insilin dizeyinin 6lcimU igin toplandi. Hicreler asit-etanol ile hicresel
instlin dlcimU ©6ncesinde ekstrakte edildi. Sekrete edilen insulin ve hicresel insulin

olcumleri spesifik ELISA kiti (Millipore, Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat. EZRMI-13K) kullanilarak

fotometrik yontemle yapildi.
2.6. Protein olcumleri

Inkiibasyonlar sonrasi hiicreleri yapismis oldugu flask zemininden kaldirmak igin
flasklara tripsin (1ml %0.25) eklenerek cok kisa sire sonra hafif cirpma hareketleri ile
hicreler serbest birakildi. Suspansiyonlar pipet aracilidi ile toplanarak kapakh tipler
icerisinde 25°C, 400 xg devirde 5 dakika sureyle santrifij edilerek pelet elde edildi. Hicre
peleti PBS ile yikandiktan sonra (tekrar santrifitij) UGzerine hicre lizis tamponu eklendi.
Lizis tampon su karisimdan olusmustur: %1 Triton X-100 (v/v), 50mM HEPES bafir pH
7.2, 10mM EDTA, 100mM NaH,P04,2H,0, %8 oraninda proteaz inhibitér kokteyli
(aprotinin, PMSF, leupeptin, NaF). Deterjanda ¢6ziinmeyen proteinler 12 000 xg, 4°C’de
10 dakika sireyle santrifilj ile uzaklastirilarak supernatant elde edildi. Supernatanlarin
icerdigi protein dlzeyleri standart olarak sigir serum albumininin kullanildigi Bradford

metodu ile él¢uldi.

Calismalarda gruplarda ayni pasajdan elde edilen hlicreler kullanildi, arastirmanin

her asamasinda sterilizasyona azami 6zen gdsterildi. Her deney 3 tekrardan olustu ve
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elde edilen ortalama dederler SPSS istatistik programinda One-Way ANOVA kullanilarak

dederlendirildi.
2.7. RNA izolasyonu ve Real Time QRT-PCR ile mRNA ekspresyon analizleri

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ydntemi yapilacak
transkripsiyon analizlerinde kullanilacak total RNA hazir ticari kit kullanarak hazirlandi.
Kontroller ve her bir gruptan inkiibasyon sonu alinan 1x10’ sayida hiicre tizerine 1ml RNA
izolasyon kiti konuldu ve kilavuzunda belirtildigi gibi yaklasik 2 saatlik siire sonunda total
RNA hazirlanarak miktari ve safligi spektrofotometrede (OD 260nm ve 280nm’de)
belirlendi. RNA/DNA orani 1.7 ve (Uzeri olanlar galismada kullanildi. Ayrica her bir
izolattan 2.5 ug alinarak %1'lik agarozda yuarGtildd ve total RNA'nin varligi UV lamba

altinda goézlemlendi.

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullaniimak tzere her bir 6rnede ait RNA’dan 1 ug
alinarak 6nce reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA (cDNA) sentezi yapildi.
Daha sonra her bir 6rnede ait cDNA’den 1 pl alinarak Gzerine SYBR green master mix ve
bir cift primer (oligontkleotid) eklendi. Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik
olup literatiirde daha 6nce belirtilen baz dizgelerinin sentezi yaptirilarak elde edildi ve
reaksiyonda yaklasik 100 ng dlzeyinde kullanildi (Tablo 2). Denatiirasyon, primer
yapismasl ve zincir uzatma olmak Uzere (¢ basamaktan olusan amplifikasyon isleminden
sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongi esigi (Ct) dederlerinden hareketle,

2—AACt

hedef genlerin MRNA ekspresyon dlzeylerinin nisbi dedisimleri metodu ile

hesaplandi (PFAFFL, 2001). Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

formili uygulandi; hesaplanan deder her bir gen icin 2**“* formiiliinde yerine konularak
mMRNA ekspresyon dlizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde belirlendi. Endojen
kontrol olarak beta aktin geni kullanildi ve her bir 6rnede ait beta aktin gen dlzeyine
gore diger genlerin ekspresyon dlizeylerinde dlizeltme (normalizasyon) uygulandi. PCR
calismalarinda her gruptan 5 o6rnek rastgele secildi ve bunlarin 3 tekrar yapilarak

ortalamalan alindi.

Real Time PCR sisteminde sybr green boyasi cift iplikcikli DNA parcasina
baglanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan isima yapar ve bu isima sistemin lazer
dedektdri tarafindan alinarak, bilgisayar ortaminda grafik formatina cevrilir. Olgiilen

floresans siddeti PCR Grintnin miktar ile dogru orantilidir.

PCR calismalar ile ekspresyon dizeyi belirlenen genler:
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e Beta hucre proliferasyonundan sorumlu olan FoxO1l, PDX-1, B-katenin, Wnt ve

TCF7L2;

e Olum habercileri olan NF¢B, TNF-a, IL1-B, IFN-y; apoptosisle ilgili olan kaspaz 3,
kaspaz 8, kaspaz 12, JNK, Bcl-2 ve Bcl-xL;
e ER stresi markerlari GRP-78, CHOP, ATF-4, ATF-6 ve PERK

Tablo 2. Oligonukleotid primer dizileri ve PCR programlari.

Gen Primer Dizisi PCR Programi Doéngi

p53 F-5'CGGAGGTCGTGAGACGCTG'3 94°-1 dk/59°-1dk/72°-1dk 40
R-5'CACATGTACTTGTAGTGGATGGTGG'3

Kaspaz-3 F-5'GAGCACTGGAATGTCATCTCGCTCTG'3 94°-1 dk/58°-1 dk/72°-1 40
R-5'"TACAGGAAGTCAGCCTCCACCGGTATC'3 dk

Kaspaz-12 F-5'TCCGACAGCACATTCCTGGTC'3 94°-1 dk/57°-1 dk/72°-1 35
R-5'CCCTTTGCTTGTGGATACCCA'3 dk

Kaspaz-8 F-5'TGAAGGAGCTGCTTTTCCAT'3 95°-1 dk/60°-1 dk/72°-30s 45
R-5'ATCAAGCAGGCTCGAGTTGT'3

TNF-a F-5'AGCCAGGCAGGTTCCGTCCCTC'3 94-1 dk/65-1 dk/72-1 dk 35
R-5'TTACTGTGCCCACCAGCCGAC'3

Bcl-2 F-5'CAGCTGCACCTGACGCCCTT'3 94°-1 dk/58°-1 dk/72°-1 40
R-5'CCCAGCCTCCGTTATTCTGGA'3 dk

IL-1 B F-5'GCTATGGCAACTGTCCCTGAA’'3 94°-1 dk/57°-1 dk/72°-1 35
R-5'ATCCCACGAGTCACAGAGGACG'3 dk

IL-6 F-5'ATGAAGTTTCTCTCTGCAAGAGAC'3 95°-30s/55°-1 dk/72°-1 dk 50
R-5'CACTAGGTTTGCCGAGTAGATCTC'3

Fox01 F-5'GTGAACACCATGCCTCACAC'3 95°-15 s/60°-1 dk/72°-1 40
R-5'CACAGTCCAAGCGCTCAATA'3 dk

CHOP F-5'CACTACTCTTGACCCTGCATCC'3 94°-1 dk/57°-1 dk/72°-1 35
R-5'CTTCATGCGCTGTTTCCCAGC'3 dk

GRP78 F-5'CTGGGTACATTTGATCTGACTGG'3 95°-30 s/58°-30 s/72°-45s 30
R-5'GCATCCTGGTGGCTTTCCAGCCATTC'3

ATF4 F-5'TCTGTATGAGCCCTGAGTCCTACCT'3 94°-1 dk/59°-1 dk/72°-1 40
R5'GGTCATAAGGTTTGGGTCGAGAACCAC'3 dk

ATF6 F-5'GGATTTGATGCCTTGGGAGTCAGAC'3 94°-1 dk/59°-1 dk/72°-1 40
R-5'ATTTTTTTCTTTGGAGTCAGTCCAT'3 dk

NF«B F-5'TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC'3 94°-20 s/70°-40 s/72°-3 35
R-5'GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC'3 dk

PERK F-5'AGGAGTCTGAAACTCAGTGCCA'3 95°-30 s/58°-1 dk/72°-1 35
R-5'GCTCCCTGTTTGGGAGACGGA'3 dk

PDX-1 F-5'GGCTTAACCTAAACGCCACA’3 94°-1dk/59°-1 dk/72°-1 dk 30
R-5'GGGACCGCTCAAGTTTGTAA'3

Bcl-xL F-5'GAACTCTTTCGGGATGGGGTA'3 95°-30 s/58°-1 dk/72°-1 35
R-5'CAGAACTACACCAGCCACAGTC'3 dk

Wnt-4 F-5'GCCACGCACTAAAGGAGAAG'3 94°-1 dk/61°-1 dk/72°-1 40
R-5'GGCCTTAGACGTCTTGTTGC'3 dk

TCE7L2 F-5'GCCTCTCATCACGTACAGCA'3 95°-30 sn/58°-1 dk/72°-1 35
R-5'GGATGGGGGATTTGTCCTAC'3 dk

IFN-y F-5'ATCTGGAGGAACTGGCAAAAGGACG'3 93°-1 dk/55°-1 dk/72°-1 40
R-5'CCTTAGGCTAGATTCTGGTGACAGC'3 dk

JNK-1 F-5'TCAGACCCATGCTAAGCGAGC'3 95°-30 s/59°-1 dk/72°-1 40
R-5'AGGTGCTTGATTCCACACAGCA'3 dk

B-Katenin F-5'GCTAAAATGGCAGTGCGCCTA'3 95°-1 dk/58°-1 dk/72°-1 35

R-5'GTGGTCCACAGGAGCTTCTCG'3

dk
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F-5'CATCGTCACCAACTGGGACGAC'3 93°-15 s/55°-30 s/68°-1 30

B-Aktin R-5'CGTGGCCATCTCTTGCTCGAAG'3 dk

Bax F-5'AGAAGCTGAGCGAGTGTCTCC'3 95°-30 s/58°-1 dk/72°-1 40
R-5'GCCTTGAGCACCAGTTTGCTA'3 dk

P35 F-5'AAAGGCCACACTGTTTGAGGA'3 95°-30 s/58°-1 dk/72°-1 40
R-5'CCTCTTCCAAGGCAGTACCGA’'3 dk

2.8. Apoptozis Belirleme Calismalari

Apoptoz, antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan
duzenlenir. Bcl-2 gen ailesi proteinleri (bcl-2, bcl-xL, bax, bak, bad) apoptozun
duzenlenmesinde belirleyici bir role sahiptir (TILLI ve ark., 2002 ; ROSSEN ve ark.,
1998 ; DELEHEDDE ve ark., 1999). Gelisim ve diferansiyasyon boyunca canlihdin
duzenlenmesinde fonksiyon gorirler. Normalde fotal ve adult dokuda eksprese edilen bcl-
2, hlcre proliferasyonuna neden olmadan hcrenin canlihdini saglayan apoptoz
inhibitoradir (RAMDIAL, 2000). Overekspresyonu radyasyon, UV, p53, kemoterapotik
ilaglar gibi degisik stimuluslar tarafindan baslatilan hiicre 6limlni engeller ya da belirgin
bigcimde azaltir (TILLI ve ark., 2002 ; CHO ve ark., 2001). Bunu genel apoptoz yolunu
kapatarak yapar. Bax protein (bcl-2-associated x protein) ise bcl-2 ile yiksek derecede
yapisal benzerlik gostermesine ragmen proapoptotik aktivite gosterir (TILLI ve ark.,
2002). Bax overekspresyonu homodimerizasyon ile sonuglanir ve bcl-2 protein ile
heterodimer formu olusturarak onu inaktive eder. Boylece bcl-2 fonksiyonu
engellendiginden apoptoz indliksiyonu baslar (TILLI ve ark., 2002 ; CHO, 2001). Normal
epidermiste bcl-2 bazal hiicre tabakasinda ve matir kil follikilinde eksprese edilirken,
bax protein codgunlukla suprabazal hilicrelerde eksprese edilmektedir (TILLI ve ark.,
2002 ; DELEHEDDE ve ark., 1999).

Bu baglamda apoptosis belirleme calismalarinda; htcre kultlrt lizatlarindan;
proapoptotik olarak bax ve p53 gen ekspresyonu, antiapoptotik olarak ise Bcl-2 ve p35

gen ekspresyonu analizi yapilmistir.
2.8.1. TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) ASSAY:

Hlcreler immunohistokimyasal boyamada oldugu gibi fibronektin kapli lameller
Uzerine ekilecek ve %4 paraformaldehit ile oda sicakliginda 15 dk tespit edilecek.
Tespitten sonra PBS ile yikanacak ve permeabilizasyon igin %0.1 triton X-100 ile hiicreler
2 dakika buz Gzerinde inklbe edilecek. Bundan sonraki asama in situ cell Death detection
kit POD (Roche)’'in 6nerdigi protokole goére yapilacaktir. Boyama sonrasi % olarak

apoptotik indeks belirlenecektir.
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2.8.2. Comet Assay Analizi

Yukarida belirtilen apoptozis belirleme ydntemlerini desteklemek adina DNA hasar
tespitinde kullanilan Comet Assay’den faydalaniimistir. Choucroun ve ark. (2001), Fas
antijeni eksprese eden Jurkat hicreleri ile yaptiklari calismada; Fas antikorlari ile
uyarilmis apoptozisin olabilidigince erken dénemde comet goérintileri kullanilarak tespit
edilebilecegini ve comet gorintllerinin apoptotik risk mevcut oldugu durumlarda

genotoksisite indikatori olarak kullanilamayacadini géstermislerdir.

INS-1E (832/13) hicre kiltlirl izolatlarindan medium hizla uzaklastirildiktan sonra
soguk PBS tamponu ile slispanse edildi. Yine ayni tamponda hicreler 2100 rpm’ de 10
dakika ve 0-C de santriflj edilerek iki kez yikandi. Slpernatan uzaklastirildiktan sonra

PBS tamponu ile PBS ile mm®te 10° hiicre olacak sekilde siispanse edildi.

a. Slaytlarin hazirlanmasi: PBS igerisinde hazirlanan %1’lik normal kaynama dereceli
agaroz (NMA) jel solisyonundan 80-100 ul alinarak lam Gzerine damlatildiktan sonra
lamin ylzeyine agaroruzun vyaylmasi sadglandi. Agarozlu lamlar oda sicakliginda
kurumaya birakildi. PBS ile mm®te 10° hiicre olacak sekilde siispanse edilmis hiicrelerden
10 ul alindi ve 80 ul %0.5'lik diisik kaynama dereceli agaroz (LMA) ile karistirllarak (37
°C), hizh bir sekilde, daha 6nce hazirlanmis lamin (birinci agaroz tabakali) Uzerine
damlatiip bir lamel kapatilarak yayildi. Lamlar buz kasetleri veya buzlu ylzey Uzerine
konarak 5 dk sire ile bekletilip slaytin donmasi saglandi ve lamel uzaklastirilip son
olarak da 75 upl LMA (%0.5) agaroz solisyonu 3. tabakayl olusturacak sekilde 2.
tabakanin Uzerine ince bir kat halinde tabakalandirilarak slaytin hazirlanmasi

tamamlanmis oldu.

b. Lizis: Hlcre ve cekirdek zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz icerisinde serbest
kalmasini saglamak amaciyla, slaytlar buz soguklugunda tutulan lizis solisyonu (2.5M
NaCl, 100mM Na,EDTA, 10mM Trizma, , 10% DMSO, and 1% Triton X-100, pH 10)

icerisine konuldu ve 1 gece, karanlikta, 4°C’de (buzdolabinda) bekletildi.

c. DNA sarmalinin ¢oéziilmesi ve elektroforez: Elektroforez islemi 6ncesinde DNA
zincirinin ayrilmasi igin slaytlar alkali elektroforez tamponunda (300mM NaOH ve 1mM
Na,EDTA, pH.13) 20 dakika boyunca ve 2-5°C’de, karanlikta bekletildi. Elektroforez
islemi ayni tampon igerisinde, 4°C’de buzdolabinda 25 dakika boyunca, 25V (0.96 V/cm)
ve yaklasik olarak 300 mA akim kosullarinda yapild.

d. Notralizasyon ve boyama islemleri: Elektroforezde yiritme islemi tamamlandiktan
sonra, alkali tampon co6zeltisinin slaytlardan uzaklastiriimasi icin slaytlarin her biri 5 mi
0.4 M Tris HCI (pH 7.5) ile 3 dk yikandi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Nétralizasyon
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tamamlandiktan sonra slaytlar 20 pg/ml’lik 50 pl ethidium bromide ile boyandi ve 4 saat

icinde dedgerlendirme yapildi.

e. Degerlendirme: Ethidium bromide ile boyanan slaytlardan floresan mikroskop ile elde
edilen DNA goéruntileri dederlendirildi. Dederlendirme islemi gorsel skorlama seklinde yari
kantitatif olarak yapildi. Kenarlari daha az yodun olmak Uzere ortasi parlak bir isik
gorintusinin tespiti hasarsiz hicrelerin varligi anlamina gelmektedir. Bu gériinim non-
migration (g6¢ yok) olarak degerlendirildi. EGer DNA hasari olusmus ise fragmentlerin ya
da zincir kirllmalarinin miktarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagl olarak diizensiz
kenarl bir gorinim elde edilmektedir. Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru
uzama olmaktadir. Bu goriinime strech ya da low migration denir. Hasar arttikca
hicreler kuyruklu yildiz (Comet, high migration) seklini alir. Son asama ise apoptozistir.
Olusan hasarin derecesine gdére DNA gorintileri puanlandirildi. Hasar bulunmayan
DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar hasarin derecesine goére 1'den 4’e kadar puanlandiridi

(Sekil 5) ve sonugclar arbitrary unit (AU) olarak degerlendirildi.

Sekil 5. Comet Assay’de gorsel skorlama (COLLINS ve ark., 1995).

2.8.3. MTT Hucre Viabilite dlgum testi

MTT hicre viabilite testi ile INS-1E hicrelerindeki 6lim oranini tespit ederek,
apoptozun yukaridaki yontemlerle belirlenmesinin desteklenmesi amacglanmistir. Akalin ve
Incesu (2005), CO25 hicrelerinde yaptiklar galismada, MTT ve akridin oranje yontemleri

kullanilarak apoptotik orani belirlemislerdir.
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4

2x10 hicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre stspansiyonundan, 100 pl 96
kuyulu hicre kulttra tabakalarinin her kuyucuguna aktarildi ve ayni zamanda hdcrelere
0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02-0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda bilesenler eklenerek

370C’de inkiibe edildi. 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucudga 20 pl

MTT boyasi (5 mg/ml) ilave edildi ve hlcreler 37 °C’ de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siire
sonunda hicrelerden MTT boyasi uzaklastinlmis ve her bir kuyuya 200 pl DMSO
eklenerek 10 dakika inkUbe edilmislerdir. Renk degisimi, ELISA plaka okuyucusunda 540
nm dalga boyu ile belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hlicre canliidi % 100
olarak kabul edildi, deney hicrelerinin canlilik oranlari % olarak ifade edildi (DENIZOT ve
LANG, 1986).

2.9. istatiksel Analizler
Arastirmadan elde edilen sonuglar SPSS 9.05 (1999) istatistik paket
programinda tek yonli ANOVA testi uygulanarak yapildi; istatistiksel fark bulunan

sonuglara Duncan testi uygulanip, veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.

3. BULGULAR
3.1. Insiilin Degerleri

Thapsigargin grubunda (ER stres grubu) kontrol grubuna nazaran hem hicre ici
instlin hem de sekrete inslilin konsantrasyonlarinda istatistiki olarak anlamli olacak
sekilde artis tesbit edilmistir. Thapsigargin ile ER stres modeli olusturulmus ve EBV
rekombinant protein uygulanmis olan gruplarda ise thapsigargin grubuna goére hicre ici
ve disi insllin konsantrasyonlarinda (insllin sentez ve saliniminda) istatistiki olarak
anlamli olacak sekilde -EBNA1(0,5)+THAPS grubunu harig- disutsler tesbit edilmistir.

Tablo 3. Hicre igi (lizat) ve sekrete (medyum) insilin konsantrasyonlari.

INSULIN KONSANTRASYONU

GRUP Hiicre ici Insiilin Sekrete Insiilin
n rotein ng/m
g/pg prot g/ml
THAPS 0,314+0,0787° 0,313+0,106"
DMSO 0,027+0,013% 1,245+0,215°
KONTROL 0,073+0,0172° 0,026+0,004%
LMP1(0,1) 0,58+0,1641 1,293+0,176°
EBNAL1(0,1) 0,108+0,012° 0,407+0,072°
LMP1(0,5) 0,042+0,009%" 0,152+0,046%
EBNAL(0,5) 0,085+0,016*° 0,353+0,079°

LMP1(0,1)+THAPS

0,016=0,003%

0,021+0,004%
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EBNA1(0,1)+THAPS

0,031+0,0072P

0,043+0,008?

LMP1(0,5)+THAPS

0,0138+0,003?%

0,064+0,014%

EBNA1(0,5)+THAPS

0,0184+0,005%

0,307+0,088"

EBV rekombinant proteinlerinden LMP1’in 0,1 ppm dozda uygulandigi grupta;
insilin sentez ve saliniminda kontrol grubuna nazaran istatistiki agidan anlamlh olacak
sekilde artiglar tesbit edilmistir. Yine EBNA1 rekombinant proteininin 0,1 ppm dozda
uygulandigi grupta ise sadece insilin saliniminda (sekretre insilin) kontrol grubuna
nazaran ististiksel bir artis s6z konusu olmustur (Sekil 6). Bu degisikliklerle alakal
tartisma boélimuinde ayrintili yorumlar tutulmustur.
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Sekil 6. Hicre igi/disi insilin konsantrasyonlari. KONT: Kontrol grubu, DMSO: Dimetil sulfoksit
grubu, THAPS: Thapsigargin grubu, LMP1(0,1): O,lppm Ilatent membran proteinl grubu,
LMP1(0,5): 0,5ppm latent membran proteinl grubu, LMP1(0,1)+Thaps.: 0,1ppm latent membran
proteinl + thapsigargin grubu, LMP1(0,5)+Thaps.: 0,5ppm latent membran proteinl +
thapsigargin grubu, LMP1(0,1): 0,1ppm latent membran proteinl grubu, LMP1(0,5): 0,5ppm latent
membran proteinl grubu, LMP1(0,1)+Thaps.: O0,1ppm latent membran proteinl + thapsigargin
grubu, LMP1(0,5)+Thaps.: 0,5ppm latent membran proteinl + thapsigargin grubu.

3.2. Real Time QRT-PCR mRNA Ekspresyon Duzeyleri

3.2.1. Beta hiucre proliferasyonundan sorumlu genlerin mRNA ekspresyon

dizeyleri

Beta hicre proliferasyonundan sorumlu olduklan literatir verilerince belirtilen
(FoxO1, PDX-1, Wnt-4, TCF7L2 ve B-Katenin) genlerinin mRNA ekspresyon dizeyleri;
thapsigargin grubunda kontrol grubuna gére FoxO1’i 2,75 misli, PDX-1'i 2,05 misli, Wnt-
4G 2,23 misli, TCF7L2'yi 7,16 ve B-Katenin'i 15,24 kat artirmistir. Epstein Barr Virus
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rekombinant proteinleri EBNA1 ve LMP1 proteinlerinden proliferasyonu en iyi uyaran
dozun EBNA1l‘in 0,5 ppm lik dozu oldugu sonucu ilgili genlerin mRNA ekspresyon
dizeylerinden anlasilmistir (Tablo4). Bu bakimdan EBNA1 0,5 ppm’lik dozda uygulanan
deney grubunda kontrol grubuna gore; FoxO1l, PDX1, Wnt4, TCF7L2 ve [B-Katenin
genlerinin mRNA ekspresyon dizeylerini sirasiyla 2,37 misli, 6,48 misli, 4,25 misli, 3,8
misli ve 1,4 misli artirmistir. (Tablo 4, Sekil 7,8,9,10,11). Ayni sekilde EBNA1 proteininin
0,5 ppm'lik uygulandigi ve deneysel ER stres modeli gelistirilmis olan grupta
(EBNA1(0,5)+Thaps grubu) thapsigargin grubuna nazaran ayni genlerin mMRNA
ekspresyon duzeylerinde B-Katenin haric sirasiyla 1,31 misli, 2,26 misli, 1,4 misli ve 2,1
misli artislar gosterilirken, aydinlatiilmaya muhtag oldugunu dusindirecek bir bicimde B-
Katenin'i ise 4,59 misli baskilamistir (Sekil 9, Tablo 4). Diger taraftan LMP1 rekombinant
proteininin 0,1ppm’lik ve 0,5 ppm’lik uygulamalamalarinda hiicre proliferasyonunu artirici

kayda deder sonuglara ulagilamamistir.
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Tablo 4. Beta hiicre proliferasyonu, apoptozu ve ER stresi ile iliskili genlerin mRNA eksprasyon diizeyleri (misli degisiklik™).

THAPS* | LMP1(0,1)* | EBNA1(0,1)* | LMP1(0,5)* | EBNA1(0,5)* | LMP1(0,1)+THAPS*** | EBNA1(0,1)+THAPS*** | LMP1(0,5)+ THAPS*** | EBNA1(0,5)+ THAPS***
GRP 78 6,63 -7,75 -1,33 -5,75 -3,89 1,87 -4,33 -5,46 -3,59
PDX 1 2,05 -1,44 6,48 1,41 -1,58 1,05 1,45 1,35 2,26
TNFa -1,14 -1,13 2,47 -1,01 1,12 -2,02 -3,44 -2,14 -1,19
Wnt 4 2,23 -1,54 4,25 1,43 -1,61 1,18 -1,06 1,1 1,4
p 53 5,61 1,13 9,41 1,51 -1,13 1,31 1 1,2 1,95
ATF 6 19 1,42 1,85 2,7 -1,13 1,64 1,92 1,52 1,66
ATF 4 10,62 -1,92 4,62 1,72 -1,21 1,91 2,17 1,38 2,57
CAS 3 3,01 1.00 12,78 2,18 -1,09 -1,05 -1,12 -1,09 -1,07
Bcl-2 1,28 -1,12 2,05 1,35 -1,38 -1,24 -1,56 -1,2 -1,2
CAS 8 -1,31 2,69 5,66 2,28 1,28 -16,67 -44,32 -63,26 -18
FoxO1 2,75 -1,04 2,37 1,92 -1,31 1,07 1,28 1,32 1,31
CAS 12 -1,01 1,12 1,31 -1,36 1,16 -1,14 1,05 -1,17 1,4
CHOP 8,05 -1,65 4,47 2,02 -1,03 1,61 2,28 2,02 2,79
INK 4,02 1,37 4,5 1,58 -2 1,05 1,38 1,35 1,38
NFkB 3 10,8 154,34 1,13 -1,91 -97 -34,85 -83,67 -39,85
TCF7L2 7,16 1,06 3,8 1,66 -1,3 1,78 1,35 1,42 2,1
PERK 15,03 1,06 1,23 2,22 1,15 2,03 35 2,66 2,71
BCL-xL 1,25 10,5 24,02 2,45 7,17 -23,2 -43,11 -54,56 -20,29
IFN y -2,01 -1,55 2,25 1,16 -1,21 1,55 2,32 1,72 4,19
IL-6 2,63 -2,09 4,82 1,7 1,1 2,4 2,28 -1,43 9,15
Eatenin 15,24 1,1 1,4 2,32 -1,23 -5,87 -4,19 -6,75 -4,59
p35 3,78 -1,13 7,39 1,52 -1,42 1,11 1,12 1,24 2,32
Bax 2,63 1,34 10,48 1,7 -1,12 -1,17 -1,42 -1,33 -1,09

*: Kontrol grubuna gére, **: DMSO Kontrol grubuna gdre. KONT: Kontrol grubu, DMSO: Dimetil sulfoksit grubu, THAPS: Thapsigargin
grubu, LMP1(0,1): O0,1ppm’lik Latent Membrane Proteinl grubu, EBNA1(0,1): O,1ppm’lik Epstein Barr Virus Nuclear Antigenl grubu,
LMP1(0,5): 0,5 ppm’lik Latent Membrane Proteinl grubu, EBNA1(0,5): 0,5 ppm’lik Epstein Barr Virus Nuclear Antigenl grubu *: Misli
degisiklikler uyarilma (+) ve baskilanma (-) olarak ifade edilmistir.
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Sekil 7. FoxO1 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna

gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 8. PDX 1 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna

gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 9. B-katenin mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol
grubuna gore, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 10. Wnt-4 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna
gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 11. TCF7L2 mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gére, **: DMSO Kontrol grubuna
| gbre, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar

3.2.2. ER stresi belirtecleri olan genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri

GRP78 geni ER stres gostergesi olarak kabul gérmis ER stres markerlarindan
biridir. Bu bakimdan tahpsigargin grubunda GRP78 mRNA ekspresyon diizeyi DMSO
kontrol grubuna gore 6,63 misli artis géstermistir. ER stres markeri olarak GRP78 geni
MRNA ekpresyon duzeyleri LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1
(0,1) +thapsigargin ve EBNA1 (0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna gore
sirasiyla; 1,87 misli, -4,33 misli, -5,46 misli ve -3,59 misli azalis oldugu tespit edilmistir
(Sekil 12).

GRP 78
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Sekil 12. GRP78 mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar

CHOP geni ER stres gdstergesi olarak kabul géren bir diger ER stres markerlaridir.
Bu bakimdan thapsigargin grubunda CHOP mRNA ekspresyon dizeyi DMSO kontrol
grubuna gore 8,05 misli artis godstermistir. ER stres markeri olarak CHOP geni mRNA
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ekpresyon duzeyleri LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5)

+thapsigargin, EBNA1 (0,1)

+thapsigargin ve EBNA1 (0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna goére
sirasiyla; 1,61 misli, 2,28 misli, 2,02 misli ve 2,79 misli azalis oldugu tespit edilmistir.

(Tablo 4 ve Sekil 13).
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Sekil 13. CHOP mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna

gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar

Bir baska ER stres belirteci ATF4 genidir. Bu bakimdan thapsigargin grubunda

ATF4 mRNA ekspresyon dizeyi DMSO kontrol grubuna gére

10,62 misli artis gbéstermistir.

ER stres marker olarak ATF4 geni mRNA ekpresyon duzeyleri LMP1 (0,1)+thapsigargin,
LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1 (0,1) -+thapsigargin ve EBNA1 (0,5) +thapsigargin

gruplarinda thapsigargin grubuna gére sirasiyla; 1,91 misli,

misli artis oldugu tespit edilmigstir. (Tablo 4 ve Sekil 14).

2,17 misli, 1,38 misli ve 2,57

12 -

10 -
o
T 8
> 0
E 4 _ I
m 2 i
3 5 | | o . H N =
= 2 - * - * * *- * * *

¥ N N N & S >
ERCHC RS S S I
<< & ¥ 3 N
N & N & X A X
s Qb\x &
N A"

Sekil 14. ATF-4 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna

gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar

Bir diger ER stres belirteci olara ATF6 geni

mRNA ekspresyon dlizeyleri

incelendiginde thapsigargin grubunda ATF4 mRNA ekspresyon dlizeyi DMSO kontrol
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grubuna goére 19 misli artis gostermistir. ER stres markeri olarak ATF6 geni mRNA
ekpresyon duzeyleri LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1 (0,1)
+thapsigargin ve EBNA1 (0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna gére
sirasiyla; 1,64 misli, 1,92 misli, 1,52 misli ve 1,66 misli artis oldugu tespit edilmistir.
(Tablo 4 ve Sekil 15).
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Sekil 15. ATF-6 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar

ER stres belirteci olarak son ele alinan gen PERK olmustur. Thapsigargin grubunda
PERK mRNA ekspresyon dlizeyi DMSO kontrol grubuna gére 15,03 misli artis
gbstermistir. ER stres markeri olarak PERK geni mRNA ekpresyon dlzeyleri LMP1
(0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1 (0,1) +thapsigargin ve EBNA1
(0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna goére sirasiyla; 2,03 misli, 3,5 misli,
2,66 misli ve 2,71 misli artis oldugu tespit edilmistir. (Tablo 4 ve Sekil 16).
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Sekil 16. PERK geni mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol
grubuna goére, ***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar
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3.2.3. Apoptozla iliskili genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri

Proapototik olduklari literatlir 6zetinde ilgili literatlirlerce belirtilen cas3, cas8,
casl2, TNF-a, p53, JNK, IFN-y ve bax genlerinin mRNA ekspresyon dlzeyleri analiz
edildiginde ilgili genler LMP1(0,1) grubunda kontrol grubuna goére sirasiyla; 1,00 misli
(degisim yok), 2,69 misli, 1,12 misli, -1,13 misli, 1,13 misli, 1,37 misli, -1,55 misli ve
1,34 misli artis/azalis tesbit edilmistir (Tablo4, Sekil 17,19,21,22,23,24,29). Ayni sekilde
EBNA1 (0,1) grubunda ilgili genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri kontrol grubuna
nazaran; 12,78 misli, 5,66 misli, 1,31 misli, 2,47 misli, 9,41 misli, 4,5 misli, 2,25 misli ve
10,48 misli artis oldugu tesbit edilmistir. LMP1 ve EBNA1‘in 0,5 ppm dozda uygulandidi
gruplarda ise ilgili proapoptptik genlerin mRNA ekspresyon dizeylerinde ilmli artis ve
azaliglar gézlemlenmistir. (Tablo 4 ve Sekil 17). Ayni genler igin thapsigargin grubunda DMSO
kontrol grubuna nazaran 3,91 misli, -1,31 misli, -1,01 misli, -1,14 misli, 5,61 misli, 4,02 misli, -2,01
misli ve 2,63 misli artis/azalislar tesbit edilmistir. LMP1 (0,05)+Thapsigargin grubunda thapsigargin
grubuna gore ilgili genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri sirasiyla; -1,09 misli, -63,26 misli, -1,17 misli -
2,14 misli, 1,2 misli, 1,35 misli, 1,72 misli, -1,33 misli artis/azalislar tesbit edilmistir. EBNA1
(0,1)+thapsigargin grubunda thapsigargin grubuna gore ilgili genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri
sirasiyla-1,12 misli, -44,32 misli, 1,05 misli, -3,44 misli, 1,00 misli (degisim yok), 1,38 misli, 2,32 misli
ve -1,42 misli artis/azalislar tesbit edilmistir. Diger taraftan proinflamatuvar belirtecler olarak IL-6 ve
IFN-y mRNA ekspresyon diizeylerinde; calismada kullanilan ilgili rekombinant proteinler agisindan

anlamli olabilecek sonuglara ulasilamamistir (Tablo4, Sekil 20,27).

Antiapoptotik genler olarak calismaya dahil edilen Bcl2, Bcl-xL ve p35 genlerinin mRNA
ekspresyon dizeyleri analiz edildiginde Thapsigargin grubunda DMSO Kontrol grubuna gore ilgili
genlerin mRNA ekspresyon dizeylerinde sirasiyla; 1,28 misli, 1,25 misli ve 3,78 misli artis tesbit
edilmistir (Sekil 25,26,28). LMP1 (0,5) +thapsigargin grubunda thapsigargin grubuna gore ilgili
antiapoptotik genlerin mRNA ekspresyon dizeylerinde sirasiyla; -1,2 misli, -54,56 misli ve 1,24 misli
azalig/artis tesbit edilmistir (Sekil 25,26,28). EBNA1 (0,1)+thapsigargin grubunda thapsigargin
grubuna nazaran ayni genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinda sirasiyla; -1,56 misli, -43,11 misli ve
1,12 misli azalig/artis tesbit edilmistir (Sekil 25,26,28). LMP1 (0,1) grubunda kontrol grubuna gére
ilgili anti-apoptotik genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde sirasiyla; -1,12 misli, 10,5 misli,-1,13 misli
artis/azalislar tesbit edilirken ayni genlerde EBNA1 (0,1) grubunda kontrol grubuna nazaran ilgili
genlerin mRNA ekspesyon dizeylerinde sirasiyla; 2,05 misli, 24,02 misli ve 7,39 misli artislar tesbit

edilmistir.
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Sekil 17. p53 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar

THAPS grubunda NF¢B mNA ekspresyon dizeyi DMSO kontrol grubuna goére 3
misli dizeyde uyarilmistir. Buna karsin Thapsigargin ile kombine edilen LMP1 ve EBNAL1
proteinlerinin 0,1 ve 0,5 pmm lik dozlarininin uygulandigi gruplarda ise NFKB mRNA
ekspresyon dlzeylerinde oldukca yliksek miktarlarda baskilanmalar oldugu
gbézlemlenmistir. Bu acidan LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5)+thapsigargin, EBNA1
(0,1)+thapsigargin ve EBNA1 (0,5)+thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna gore
NFkB mRNA ekspresyon dizeyleri sirasiyla; -97 misli, -83,67 misli, -34,,85 misli ve 39,85
misli baskilandidi tesbit edilmistir. LMP1 ve EBNA1 rekombinant proteinlerinin tek basina
uygulandiklari gruplar olan LMP1 (0,1), LMP1 (0,5), EBNAl1 (0,1) ve EBNA1 (0,5)
gruplarinda NFKB mRNA ekspresyon duzeylerinde sirasiyla; 10,8 misli, 154,34 misli, 1,13

misli ve -1,91 misli artis/azalislar gézlemlenmistir. (Tablo 4 ve Sekil 18).
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Sekil 18. NFxB mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna
gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 19. TNFa mRNA ekspresyon dlizeyleri. *:Kontrol grubuna gére, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar
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Sekil 20. IFN-y mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna
gbre, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar
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eki . Kaspaz- -3) m ekspresyon diizeyleri. *:Kontrol grubuna gobre, :
Sekil 21. K 3 (CAS-3) mRNA ek dizeyleri. *:K | b 5re, **: DMSO

Kontrol grubuna gore, ***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar
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Sekil 22. Kaspaz-8 (CAS-8) mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO

Kontrol grubuna goére, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 23. Kaspaz-12 (CAS-12) mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO
Kontrol grubuna gore, ***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar
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Sekil 24. JNK mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar
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Sekil 25. Bcl-2 mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gére, **: DMSO Kontrol grubuna

gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 26. Bcl-xL mRNA ekspresyon dizeyleri. *:Kontrol grubuna gére, **: DMSO Kontrol grubuna

gbre, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 27. IL-6 mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna goére misli artis/azilislar
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Sekil 28. p35 mMRNA ekspresyon dlzeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar
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Sekil 29. Bax mRNA ekspresyon duzeyleri. *:Kontrol grubuna gére, **: DMSO Kontrol grubuna
gore, ***Thapsigargin grubuna gére misli artis/azilislar

3.4. TUNEL ASSAY SONUCLARI

TUNEL Assay calismasi Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji
Embriyoloji Anabilim Dali laborativar kullanilarak yapilmistir. TUNEL Assay c¢alismasi igin;
iki farkh kit (Roche; In Situ Cell Death Detection Kit, POD ve Apoptag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit; Lot:2243505) ile toplamda 7 deneme yapilmistir. Her bir

deneme sonucunda yapilan mikroskobik analizlerde apoptotik hlicrelere rastlanamamistir.

3.3. COMET Analiz Sonuglari

DNA hasari comet yontemi ile floresan mikroskobunda analiz edilirken her lamda
rastgele segilmis 100 hlicre goérsel skorlama (arbitrary unit) ile degerlendirildi.
Hucrelerdeki DNA hasar derecesini belirlemek icin her bir hicreye (hucrelerde
gorilebilecek kuyruk goécl, kuyruk momenti, kuyruk yodunlugu ve bas capi gibi
degisiklikler géz 6ntinde bulundurularak) verilen skorlar (0, 1, 2, 3) aracihdi ile 0-400 AU

arasinda degisebilecek bir degerlendirme yapildi.

Hucrelere %40 DMSO’da c¢ézillen 10® mol/L thapsigargin uygulamasi sonucunda
(THAPS grubu) meydana gelen DNA hasar skoru 69,4+3,6 AU olarak tespit edildi.
Thapsigargin uygulamasi sonucu olusan DNA hasarinin, kontrol ve tapsigarginin ¢ozicisi

DMSO uygulanan gruplara gore daha fazla oldugu gorildi (Tablo 4 ve Sekil 30).

ER stres tetikleyicisi olarak Thapsigarginin uygulandigi grupta karsimiza gikan DNA
hasari arastirmamiz kapsaminda olusturulan EBNA1(0,1)+Thaps. Grubu hari¢ diger tim

gruplardan istatistiki agidan anlamli olacak sekilde daha fazla oldugu gosterilmistir.
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Thapsigarginin bu etkisini kullanidigimiz rekombinant proteinlerin ne derece etki
ettiklerini anlamamiz igin ilgili proteinlerin thapsigargin ile beraber uygulandiklara gruplar
ele alindiginda EBNA1(0,1)+Thaps. Grubu harig diger tim uygulamalar thapsigarginin
neden oldugu DNA hasarini istatistiki agidan anlaml olacak sekilde azaltmay! basarmistir.
Bu acidan thapsigarginin neden oldugu DNA hasarini baskilamada en iyi etkiyi sergileyen
iki grup LMP(0,5)+Thaps.ve EBNA1(0,5)+thapsigargin gruplari olmustur. ilgili gruplarda
sirasiyla goérsel comet skorlarl 13,2+3 ve 9,2+1,9 olarak tesbit edilmistir. (Tablo 5 ve Sekil
30).

Baska bir acidan ise LMP1 ve EBNA1 rekombinant preoteinlerinin uygulandigi tim
gruplarda da kontrol grubuna nazaran istatistiki olarak anlaml olacak sekilde yine DNA

hasarlarinin olustugu tesbi edilmistir.

Tablo 5. Comet skorlari.

Gruplar DNA Hasan (AU)
THAPS 69,4+3,6'
DMSO 11,8+1,7*°
KONTROL 8,6+1,1°
LMP1(0,1) 39,4+11,3¢
EBNA1(0,1) 16,8+0,8°
LMP1(0,5) 18+3,5°
EBNA1(0,5) 25,4%2,7°
LMP1(0,1)+THAPS 56,8+0,8°
EBNA1(0,1)+THAPS 69+11"
LMP1(0,5)+THAPS 13,243%°
EBNA1(0,5)+THAPS 9,2+1,9°
a, b, c, def,.

: Farkh Gstli ifadeleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir
(p<0.05). AU: Arbitrary Unit, KONT: Kontrol grubu, DMSO: Dimetil sulfoksit grubu, THAPS:
Thapsigargin grubu, LMP1(0,1): O0,1ppm latent membran proteinl grubu, LMP1(0,5): 0,5ppm latent
membran proteinl grubu, LMP1(0,1)+Thaps.: 0,1ppm latent membran proteinl + thapsigargin
grubu, LMP1(0,5)+Thaps.: 0,5ppm latent membran proteinl + thapsigargin grubu, LMP1(0,1):
0,1ppm latent membran proteinl grubu, LMP1(0,5): 0,5ppm latent membran proteinl grubu,
LMP1(0,1)+Thaps.: 0,1ppm latent membran proteinl + thapsigargin grubu, LMP1(0,5)+Thaps.:
0,5ppm latent membran proteinl + thapsigargin grubu.

Elde edilen bu sonucglar dederlendirildiinde LMP1 ve EBNA1l rekombinant
proteinlerinin thapsigarginle olusturulan DNA hasarini azaltmada istatistiki acidan anlaml
olacak sekilde etkili oldugu tesbit edilmis olmasina ragmen tek baslarinda kullanildiklarin
ise kontrol grubuna nazaran DNA hasar olusturmada da istatistiki olarak anlaml olacak
sekilde etkili oldugu belirlendi (Tablo 5 ve Sekil 30).
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arbitrary comet

unit
80,0 .
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

m Comet

Sekil 30. Comet skorlari. Farkh harfler ile sembolize edilen gruplar arasinda istatistiki
agidan anlamh farkhhklar mevcuttur.

4. TARTISMA VE SONUC

ER stres markerlari olan GRP78, ATF4, ATF6, CHOP ve PERK genlerinin mRNA
ekspresyon duizeylerinde THAPS grubunda DMSO KONT grubuna nazaran sirasiyla; 6,63
misli, 10,62 misli, 19 misli, 8,05 misli ve 15,03 misli artis oldugu gdézlenlenmistir. Bu
bize; projede deneysel ER stres modeli olusumunun basariyla gerceklestirildigini
gbstermektedir. Thapsigargin uygulamasi ile ilgili ER stres markeri genlerin mRNA
ekspresyon dizeylerindeki bu artis projede kullanilan EBV rekombinant protein
uygulamalar ile 6énemli 6lclide degisiklikler géstermistir. Proje sonug raporunun bulgular
kisminda da dedinilen miktarlarda; rekombinant proteinlerin (LMP1 ve EBNA1)
uygulanmalarn ile ER stres markeri genlerin mRNA ekspresyon diizeylerin de 6nemli
miktarlarda baskilanmalar oldugu tesbit edilmistir. Bu bakimdan proje sonug raporunda
LMP1 ve EBNAL1 igin ER stresini baskilamada ya da etkilerini azaltma da yeni umutlar

verme potansiyeline sahip oldugu yorumu tutulmustur.

Literatur 6zetinde de belirtildigi gibi ER stresi pankreatik beta hiicre kayiplarina
neden olarak beta hiicre kitlesinde azalmalara neden olmakta bu da kisileri eksojen
inslline bagimi hala getirmektedir. Bu acgidan ilgili sonuclar ele alindiginda LMP1 ve
EBNA1 protein uygulamalan anti ER stressori olarak antidiyabetk tedavide kullanilip
kullanilamayacadi konusunun arastirilmasi gerektigi 6nimuze gikan ve sorulmasi gereken

sorular arasinda dikkat cekmektedir.
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Bir baska acidan ER stresi ele alindiginda; THAPS grubunda mRNA ekspresyon
dizeylerinde artis tesbit edilen proapoptotik genlerden p53 ve JNK genlerinin (sirasiyla;
5,61 misli ve 4,02 misli artis) LMP1 ve EBNA1 protein uygulamalar ile p53 geninde
yaklasik 4 kat ve INK geninde ise yaklasik 3 kathk bir azalmaya neden oldugu tesbit
edilmistir. Bu sonug bu bakimdan bize LMP1 ve EBNA1 icin ER stresinin neden oldugu
apoptotik belirteglerin ytksekligini baskilamasi bakimindan ileriki calismalarla bu

baskilanmanin nedenlerinin arastiriimasi gerektigini gostermektedir.

Pankreatik beta hicre proliferasyonu agisindan en dikkat edici bulgulara EBNA1
proteininin 0,1 ppm dozda uygulandidi grupta rastlanmistir. Bu bakimdan ilgili proteinin
ilgili dozu proliferasyondan sorumlu olduklari bilinen genler olan; PDX1, Wnt4,
FoxO1,TCF7L’ ve B-Katenin genlerinin mRNA ekspresyon dlzeylerini sirasiyla; 6,48 misli,
4,25 misli, 2,37 misli, 3,8 misli ve 1,4 misli artirmistir. LMP1 proteininin 0,1 ppm ve 0,5
ppm lik dozlar icin boéyle bir tablo séz konusu olmamistir. Bu sonuglar da bize
gbstermektedir ki LMP1 proteini ER stresinin bertarafi acisindan EBNA1 ile 6n plana

cikmistir ve fakat ayni derece proliferasyon lzerin etkisinden s6éz edilememistir.

Insiilin sentez ve salinimi agisindan LMP1 ve EBNA1 proteinleri dederlendirildiginde
karsimiza proliferasyon slrecini hizlandiran genlere ait mRNA ekspresyon sonuglariyla
paralellik teskil edecek bulgulara ulasiimistir. Bu badglamda LMP1’in 0,1 ppm dozda
uygulandigi grupta insilin sentez ve salinimi kontrol grubuna nazaran istatistiki anlamhlik
teskil edecek sekilde uyarildigi tesbit edilmistir. Ayni sekilde EBNA1 proteininin 0,1 ppm
dozda uygulandidi grupta ise insilin salinimi kontrol grubuna nazaran istatiski anlamlilik
verecek sekilde ylkseltildigi tesbit edilmistir. Ote yandan EBNA1 (0,1) grubunda kontrol
grubuna nazaran insllin sentezinin arttigi ve fakat bu artisin istatistiki bir 6nem arz
etmedigi tesbit edilmistir. LMP1 ve EBNA1 proteinlerinin insilin sentez ve salinimini bu
yonde degdistirmelerinin nedeni arastirildiginda karsimiza cikan ilgi durumsalar LMP1 ve
EBNA1 rekombinant proteinlerinin hem ER stresini baskilandiklari hem de hicre
proliferasyonunu uyardiklaridir. Ne var ki LMP1 ve EBNA1 proteinlerinin 0,1 ve 0,5 ppm
dozda uygulanmalarn bu yénde olumlu sonuclar dogurmus olsa da COMET analizlerinde
karsimiza c¢ikan sonuglar her iki proteininin de ilgili dozlarinin DNA hasar olusumuna
neden oldugudur. Ilgili proteinler bu acidan ele alindiginda DNA hasar olusumuna neden
olmalarinin sebepleri aciklia kavusturulacak olursa ve bu durum kontrol altina
alinabilirse gelecek calismalarda antidiyabetik  viroterapik ajanlar  olarak
kullanilabilmesinin yolu agcilabilir. Yine bu konuyla alakah bir baska literatlr verisinde;
Gou Y., ve ark. (2014) yaptiklarn arastirmada EBV ile enfekte edilmis nasofaringial

karsinoma hicrelerinde DNA hasari ile EBV enfeksiyonlari arasinda bir korelasyonun
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oludugunu gostermislerdir. Bu bakimdan projede ortaya c¢ikan sonuglarin literattr

verileriyle de uyumluluk gosterdigi soylenebilir.

Ju Y. ark. 2014 yilinda yaptiklar bir calismada, JNK aktivasyonunun baskilandigi
durumlarda FoxO1 geninin de baskilanacagini géstermislerdir. Bu projenin bulgular
kisminda da deginildigi gibi EBNA1 proteininin 0,1 ppm dozu FoxO1l geninin mMRNA
ekspresyon dizeyini kotrol grubuna nazaran 2,37 misli artirirken 0,5 ppm’lik dozu -1,31
KAT baskilamistir. Bu farklihdin nedeni olarak ayni gruplardaki JNK gen aktivasyonlarina
baktigimizda EBNA1 (0,1) grubunda JNK geni kontrole nazaran 2,37 misli artarken
EBNA1 (0,5) grubunda -2,0 misli baskilamistir. Bu baglamda bu sonugLAR Ju Y. ve
ark.’nin verileri ile o6rtiismektedir ve iki doz arasindaki proliferatif farkhligin da buradan

kaynaklandigi disinilmektedir.

Hayakawa J. ve ark. (2003)'nin yaptiklari galismada DNA hasarinin JINK
aktivasyonuna neden oldugunu comet assay ile go6stermislerdir. Calismamizda
gOsterilmistir ki; EBNA1 (0,1) grubunda proje hedeflerine uygun dogrultuda
proliferasyondan sorumlu genlerin aktivasyonu saglanmistir ancak ilgili protein DNA
hasarina da neden olmustur. Bu sonug Uzerinde durdugumuzda yukarida verilen literatlir
verisinden yararlanarak ilgili sonucla alakali; EBNA 0,1 ppm dozda DNA hasarini kontrol
grubuna nazaran istatistiksel olarak artirmistir ve bu EBNA1l (0,1) grubunda JNK
aktivitesinin kontrole goére 4,5 kat artasiyla sonuglanmistir. Yine literatlr verilerinden
edindigimiz bilgilere gére; JNK’lar gen ekspresyonunu diizenleyen ve stres durumunda
apoptozis ile hayatta kalma arasinda verilecek karara katilan sinyal ileti proteinlerinin bir
ailesidir. ER stresi JNK'lari IRE1a ve IRE1B lGzerinden aktive eder. JNK aktivasyonunun ve
p38 yolunun devamhligi apoptozis sinyal dlzenleyici kinaz (ASK1)In aktivasyonunu
gerektirir ki; bu, hicreyi apoptoza goturur (TOBIUME ve ark., 2001). EBNA1 (0,1)
grubundaki kotrol grubuna nazaran 4,5 katlik JNK aktivasyonu ayni grupta proapoptotik
genlerden olan p53, cas3 ve cas 8'in mMRNA gen ekspresyon duzeylerini kontrol grubuna
nazaran dramatik sekilde sirasiyla; 9,41 misli, 12,78 misli ve 5,66 misli artirmistir. Bu
sonuclar ilgili literatlr verileri ile uyum go6stermesi bakimindan dikkate deder
bulunmustur. Eger ileriye yonelik calismalarda, EBNA1 ve LMP1 icin neden DNA hasarina
ve proapoptotik genlerin ekspresyonuna neden oluyor sorusunun cevabi aranacak olursa

bu bahsedilen noktanin bir baslangi¢c noktasi olabilecegi diuslintlmektedir.

Laherty ve ark., (1992) ve Rowe ve ark. (1994) yaptiklari calismalara gore;
LMP1’in lenfositlerdeki ekspresyonu, transkripsiyon faktérii NF-kB’ nin aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir. Calismamizda da beta hicre kiltarinde gdésterilmistir ki; LMP1 0,1
ppm dozda uygulandigi grupta NfkB'nin mRNA ekspresyon dizeyini kontrol grubuna

nazaran 10,8 kat artirmistir. Ancak ilging ve aciklayamadigimiz ve Uzerinde durulmasi
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gerektigini distindtgumuiz bir bicimde LMP1(0,1) +THAPS grubunda NFkB geninin

ekspresyonunu -97 kat baskilanmistir.

Tran T.M., ve ark. (2009) yaptiklari calismada TNF-a’nin NFkB ekpresyonunu
artirdigini géstermislerdir. Calismamizda da benzer sekilde EBNA1 (0,1) grubunda kontrol
grubuna nazaran TNF-a ekspresyon dlizeyi 2,47 misli artis g6sterirken buna karsin NFkB
MRNA ekspresyon dizeyi kontrol grubuna nazaran 154,34 misli dramatik bir artis

gostermistir.

De Leo A., ve ark. (2011) yaptiklan galismada LMP1 proteinine ait geni LMP1
siRNA kullarak gen susturmasi vyaptiklarinda antiproliferatif etkinligin artirnldigini
gostermislerdir. Bu demek oluyor ki LMP1‘in varhigi hlicre proliferasyonu igin 6nem arz
etmektedir. Calismamizda da benzer sekilde LMP1 (0,5) grubunda hicre proliferasyonu
ile ilskilendirilen genlerin ekspresyon dizeylerinde artislarin oldugu tespit edilmistir.
Ancak LMP1 (0,1) grubunda beta-katenin geni hari¢ bu artislardan s6z etmek mimkin

olmamistir.

Projede elde edilen bulgular ve literatlir verilerinden elde edilen bilgiler 1siginda;
sonu¢ olarak EBV rekombinant proteinleri LMP1 ve EBNAZ1’in proliferasyondan sorumlu
genlerin ekspresyon dUlzeylerini artirdidi ayni zamanda ER stres markeri genlerin
ekspresyon dlzeylerini baskilayarak da ER stresinin neden oldugu beta hiicre kayiplarinin
tersine dondirilmesinde avantaj sadlayabilecegi ve bu bakimdan daha Ust dlzey
calismalar ile desteklendigi takdirde antidiyabetik tedavilerde viroterapik ajanlar olarak
kullanilabilmesinin yolunun acgilmasi potansiyeli bulunmaktadir. Yapilan bu galismanin
handikapi olabilecedini dislindligumiz bir sonucu ise ilgili proteinlerin DNA hasarina
neden olmasidir. Ancak literatlr verileri incelendiginde bir gok hastaligin tedavisinde
kullanilan bir ¢ok ilacin da belirli dozlarda DNA hasarina udrattiklari gézlemlenmistir.
Ornegdin aspartam (Meier 1. ve ark. 1990), atrofin (Yamada T., ve ark. 1997) ketamine
(Rudin M., ve ark. 2005) vb. Bu baglamda LMP1 ve EBNA1 icin kontrol grubuna nazaran
DNA hasar olusturuyor olmalari, ileri de verecekleri muhtemel yararlardan daha fazla

onem arz etmeyebilir.
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Diyabet prevalansi ve insidansi giinimiz dunyasinda her gegen gun artmakta olan bir saghk
sorunudur. Diyabetin humoral ve dokusal bulgulari zengin olmasina ragmen
komplikasyonlarinin oldukga fazla olmasi diyabet tani ve tedavisini Snemli kilmaktadir.
Bugun icerisinde diyabetinde sayildigi bir cok hastaligin Endoplasmik Reticulum (ER) stresi
ile induiklenen apoptozisle alakali oldugu kanisi hakimdir. Nitekim yapilan ¢alismalarda
pankreatik beta hiicrelerinde ER organelinin protein alim ve katlama kapasitesi arasindaki
dengesizlikten dogan ER stresi ile indiiklenen apoptozisin diyabete neden oldugu
vurgulanmaktadir.

Epstein-Barr Virus(EBV); Lenfokriptoviris bir virus olup, bu tir viruslerin genel olarak B
lenfositlerde latent enfeksiyon yaptiklari ddnemlerde hicre proliferasyonuna ve
transformasyon sirecine katkida bulunduklari bilinmektedir. EBV?nin proliferatif etkinligi iki
mediator protein araciligiyla(Epstein Bar Nuclear Antigen1-EBNA1 ve Latent Membrane
Protein1-LMP1) gerceklesmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinda uzun suren anti diyabetik
tedaviler esnasinda, pankreatik hiicre kayiplari ve pankreatik kitlenin azalmasi sonucu
eksojen insulin kullanimina gecilmektedir. Bu ¢alismada pankreatik hiicre kayiplarinin
rekombinant viral EBV protenleri uygulanarak tersine gevirmenin arastirilmasi amacglanmigtir.
Yani sira ilgili proteinlerin DNA hasari, ER Stresi tzerine etkileri ve insulin sentez-salinimina
nasil katkida bulunabilecekleri de arastiriimigtir.

Bu amaglar dogrultusunda ticari olarak elde edilen rekombinant EBNA1 ve LMP1
proteinlerinin Lethal Doz 50 ¢alismasi sonrasi her iki proteinin 0,1 ppm ve 0,5 ppm?lik
dozlarinin ¢alisma icin kullaniimasina karar verilmistir. Bu proteinlerin belirtilen dozlari
uygulandiktan sonra proliferasyonun bu durumdan ne derece etkilendiginin tespit edilebilmesi
icin proliferasyondan sorumlu olduklari bilinen genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri
arastirimigtir. Diger taraftan DNA hasari icin Comet Assay ve ER stres igin ilgili genlerin
mRNA ekspresyon diizeyleri de test edilmigtir.

RT-PCR cgaligmalari neticesinde ER stres markerlari olan AFT4, ATF6, PERK, GRP78 ve
CHORP genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde thapsigargin grubunda DMSO Kontrol
grubuna gore sirasiyla; 10,62 kat, 19 kat, 15,03 kat, 6,63 kat ve 8,05 kat artislar saptanmigtir.
ER stres markeri olan genlerdeki bu yukselisin ¢calismada kullanilan ilgili proteinler vasitasiyla
baskilandigi da belirlenmistir.

Calismada sonug olarak; EBV rekombinant proteinleri LMP1 ve EBNA1?in proliferasyondan
sorumlu genlerin ekspresyon dlzeylerini artirdii ayni zamanda ER stres markeri genlerin
ekspresyon dizeylerini baskilayarak da ER stresinin neden oldugu beta hucre kayiplarinin
tersine dondulrilmesinde avantaj saglayabilecegdi ve bu bakimdan daha Ust diizey ¢calismalar
ile desteklendigi takdirde antidiyabetik tedavilerde viroterapik ajanlar olarak kullanilabilmesinin
yolunun acilmasi potansiyeli bulundugu sonucuna variimistir.
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