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1.GIRIS

1.1. Epstein Barr Viriis

Epstein Barr Virlis Gamma-1 herpesviriis veya lenfokriptoviriis ailesine
aittir. Lenfokriptoviriis ailesinde yer alan viriisler yalmiz primatlarda
enfeksiyon yaparlar. Bu viruslarin i¢inde sadece EBV insanlarda da
enfeksiyon yapar (Kutok ve Wang, 2006). Epstein Barr Virlis ait oldugu
Lenfokriptovirlis genusunun diger tiiyeleri gibi litik, persistan, latent ve
transformasyona neden olabilen enfeksiyonlara yol acar (Arman, 2002). Biitiin
insan popiilasyonlarinda hayatin ilk dekadinda EBV ile enfekte olma orani

%95°den fazladir (Kutok ve Wang, 2006).

1.1.1.Tarihge

Enfeksiyoz Mononiikleoz (EM), bir klinik sendrom olarak ilk kez 1920
yilinda tanimlanmistir (Us ve Ergunay,2007). 1932 yilinda, hastalarin
serumunda heterofil antikorlarin olustugu Paul ve Bunnell tarafindan
gosterilmistir (Geggel, 2011). 1958 yilinda, Dr. Denis Burkitt tarafindan
Afrika'da sik goriilen bir ¢cocukluk ¢agi kanseri olan, Burkitt lenfomanin (BL)
tanimlanmasindan sonra, 1961 yilinda BL'li hastalara ait bas ve boyun biyopsi

orneklerinin incelenmesi sirasinda, Dr. Anthony Epstein ile arkadaslar



Yvonne Barr ve Bert Achong elektron mikroskobunda herpes benzeri
partikiillerin varligin1 gostermistir (Us ve Ergunay, 2007). Daha sonra bu bilgi
Lancet’te yayinlanmis ve viriise Epstein Barr Viriis (EBV) ismi verilmistir
(Kutok ve Wang, 2006). EBV ile enfeksiyoz mononiikleoz arasindaki
etiyolojik iliski, dort y1l sonra EM tanis1 konulan bir laboratuar teknisyeninde
EBYV serokonversiyonunun ortaya ¢ikmasi sonucu anlagilmistir. EBV nin, in
vitro olarak B lenfositlerini transforme ettiginin gosterilmesi ve BL den baska
nazofarengeal karsinoma ile iligkisinin saptanmasiyla, 1970 yilinda EBV ilk

insan timor viriisii olarak kabul edilmistir. (Us ve Ergunay, 2007).

1.1.2. Herpesviriisler

EBV Herpesviridae ailesinin Gammaherpesvirinae alt ailesinde bulunan
Lenfokriptoviriis genusunun bir tyesidir (Hislop et al., 2007). Toplumda
yaygin olarak gorilen degisik hastaliklarin etiyolojisinde yer alan
herpesviriisler, niikleusta replike olan zarfli DNA virisleridir. Tim
omurgalilar1 enfekte edebilme yetenegine sahiptir (Geggel, 2011).
Herpesviriisler doku tropizmi, patojenite ve kiltiir kosullarindaki

davranislarina gore ti¢ alt aileye ayrilirlar:

Alfaherpesviriisler (sitolitik): Norotropik, replikasyon dongiisii hizli, yaygin
konak ve hiicre yelpazesi olan viriislerdir. Oral herpes enfeksiyonu etkeni
Herpes simplex virus tip-1 (HSV-1), genital herpes enfeksiyonu etkeni HSV-
2, sucicegi ve zona etkeni Varicella-Zoster Virus (VZV) bu grupta yer
almaktadir (Tablo 1.1.) (Tamer, 2006).



Betaherpesviriisler (sitomegalik): Genom biiyiikligii ve yapist farkli,

replikasyon dongiisii daha yavas, hiicre yelpazesi daha dar (glandiiler hiicreler

ve/veya lenfoid doku hiicreleri) olan viriislerdir. Egzantem subitum etkeni

Roseola viriis ve Cytomegalovirus (CMV) bu grubun tiyeleridir (Tablo 1.1).

Gammaherpesviriisler (lenfoproliferatif): Alfaherpesviriislere gore nispeten

daha yavas replike olurlar; lenfoid doku hiicrelerini tutarlar. Kaposi Sarkomu

etkeni Human Herpesvirus tip-8 (HHV-8), Enfeksiyoz Mononiikleoz ve

lenfoma etkeni EBV bu gruba ait 6rnekler arasinda gosterilebilir (Tablo 1.1)

(Tamer, 2006)
Alt aile Virii | Primer hedef Latent kaldig1 | Bulasma yolu
s adi1 | hiicre/hastahk yer/niikseden
enfeksiyon
Alphaherpesvirina
e
Insan herpes viriisii | HSV | Mukoza ve epitelyal | Néron/Herpes Yakin temas
1 -1 hiicreler/Jinjivostom | labialis,  ensefalit,
atit keratit
Insan herpes viriisii | HSV | Mukoza ve epitelyal | Néron/Herpes Yakin temas, cinsel
2 -2 hiicreler/Herpes genitalis temas
genitalis,  neonatal
herpes
Insan herpes viriisii | VZV | Mukoza ve epitelyal | Noron/Zona zoster Solunum, yakin temas
3 hiicreler/sugicegi
Betaherpesvirinae
Insan herpes viriisii | CM Monosit, lenfosit ve | Monosit, Yakin
5 A% epitelyal lenfosit/Semptomsu | temas,transfiizyon,org
hiicreler/konjenital z dokiintii an nakli,konjenital
enfeksiyon,
mononiikleoz




Insan herpes viriisii | HHV | T hiicreleri/Roseola | T Solunum, yakin temas
6 -6 (Exanthem subitum) | hiicreleri/Reaktivasy
on
Insan herpes viriisii | HHV | T  hiicreler/HHV-6 | T hiicreleri | Kesin bilinmiyor
7 -7 benzeri  dokiintiilii | /Reaktivasyon
hastalik
Gammaherpesvirin
ae
Insan herpes viriisii | EBV | B hiicreleri, epitelyal | B hiicresi/Kronik | Tiikiiriik (pticiik
4 hiicreler/Enfeksiyoz | yorgunluk sendromu | hastaligr)
mononiikleoz
Insan herpes viriisii | HHV | Lenfosit ve diger | B hiicresi/Kaposi | Yakmn temas (cinsel),
8 -8 hiicreler/Mononiikle | sarkomu tiikiiriik

oz benzeri

Tablol.1. insan herpesviriisleri ve ayiric1 6zellikleri (Altindis, 2013)

1.1.3. EBV nin Yapisal Ozellikleri

EBV 180-200 nm ¢apli DNA viriisiidiir. Viriis Herpesviridae ailesinden

Gammaherpesvirinae alt familyasinin bir iiyesidir. Viris; ikosahedral simetri

diizeninde, 126 kapsomerli, 120 nm ¢apinda ve kiliflidir. Niikleokapsidi 100

nm ¢apindadir. Cift sarmali 172 kb olan DNA’s1 olgun virionda lineer, latent

olarak enfekte hiicrelerde sirkiiler yapidadir. EBV genomu 80 protein
kodlamaktadir (Sekil 1.1.) (Kimura et al., 2008).




Envelope proteins

Sekil 1.1. EBV Yapusi (http://cullenlab.duhs.duke.edu/research/ebv)

Viriisiin zarf glikoproteinlerini igeren membran antijeni (MA), B hiicre
reseptorlerine tutunmadan sorumludur. Konakta olusan nétralizan etkili
antikorlar MA'ya yoneliktir. EBV'nin diger 6nemli proteini viral kapsid
antijenidir (viral capsid antigen; VCA) ve VCAya kars1 olusan antikorlar tani
testlerinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, viral DNA sentezinden Once
beliren erken antijen (Early antigen;EA) ve niikleusta kromozoma bagli olarak
bulunan niikleer antijen ( Epstein-Barr nuclear antigen; EBNA) e 6zgli antikor
tespiti de tami testlerinde kullanilan diger belirteclerdir. EBV genomu ayrica
latent membran proteinleri (Latent membrane protein) ve kii¢iik —untranslated-
RNA molekiilleri (Epstein-Barr encoded RNAs; EBERs) de kodlamaktadir
(Us, 2007).

1.1.4. EBV Antijenleri

Eksprese olduklari viral siklus fazina gére EBV antijenleri iki gruba ayrilir.



Latent faz antijenleri: Viriisiin latent enfeksiyon olusturdugu B hiicrelerinde
sentezlenen proteinlerdir. Epstein-Barr niikleer antijen-1 (EBNA-1), EBNA-2,
EBNA-3A, 3B, 3C, EBNA-lider protein (EBNA-LP), latent membran
proteinleri (LMP-1, LMP-2), translasyona ugramamis ve poliadenile olmamis
kiicik RNA molekiilleri (EB encoded RNA; EBER-1, EBER-2) ve BamH1-A
bolgesi transkriptleri (BARTs) bu grupta bulunur. Bu antijenlerin
ekspresyonu, EBV genomunun varligini gosterir. Degismeksizin eksprese olan
antijen sadece EBNA-1°dir; EBNA-1 viral epizomlarin devamliligi ig¢in
gereklidir. LMP-2 ekspresyonu, reaktivasyonu engeller (Tablo 1.2) (Kutok
veWang, 2006)

Antijen Fonksiyonlari

EBNA-1 Epizomal DNA’nin devamliligi

EBNA-2 B lenfosit transformasyonu, transkripsiyon aktivatori, viral ve hiicresel proteinlerin ekspresyonu

EBNA-3 B lenfosit transformasyonu (3A ve 3C)

EBNA-LP | Transformasyona ugramis hiicrelerin uzun siireli devamliligi

LMP-1 Transformasyon, sinyal yollarinin uyarilmasi

LMP-2 B lenfositlerin EBV aracili litik enfeksiyonlarimimn 6nlenmesi, latensinin devami

EBER’ler | Apoptozdan kagis

Tablo 1.2. EBV latent faz antijenlerinin fonksiyonlar1 (Muderris, 2009).

Litik faz antijenleri: Litik enfeksiyon fazinda eksprese edilen erken ve ge¢

proteinlerdir.

a. Erken baslangi¢ antijenleri (immediate early; IEA): Litik fazda gen
ekspresyonunun indiiklenmesinde anahtar rol oynayan, transkripsiyon

aktivatorleridir [BZLF-1 geni tarafindan kodlanan BamHi Z Epstein-Barr



virus replication activator (ZEBRA) ve BRLF-1 geni tarafindan kodlanan R
transaktivator (Rta)] (Geggel, 2011).

b. Erken antijenler (EA): Yaklasik 30 erken gen tarafindan kodlanan yapisal
olmayan proteinlerdir. Cogunlugunun viral DNA replikasyonunda enzim
fonksiyonu vardir. (Erensoy ve ark., 2008). Sentezleri viral DNA
replikasyonuna bagimli degildir. Bu antijenlerin ekspresyonu, prodiiktif viral
replikasyonun basladigini gosterir. EA’nin iki komponenti vardir. Yaygin
komponent (diffuse; EA-D) enfekte hiicrelerin niikleus ve sitoplazmasinda;
kisith komponent (restricted;EA-R) ise sadece niikleusda bulunur (Geggel,

2011).

c. Ge¢ antijenler: Kapsid ve zarfin yapisal komponentleridir. Ozellikle

prodiiktif viral enfeksiyon sirasinda sentezlenirler (Geggel, 2011).

c.1. Viral kapsid antijen (VCA):
Litik enfeksiyonun ge¢ doneminde sentezlenen, glikolize olmayan yapisal
proteinlerdir (Erensoy ve ark., 2008). Cekirdekte virionlarin toplanmasinda ve

konak hiicreden salinmasinda rol alirlar (Geggel, 2011).

c.2. Membran antijenleri: Enfekte hiicre membraninda bulunan glikoprotein
yapisindaki bu antijenlerin viriisiin enfektivitesi ve yayilmasinda rolleri vardir.
Olgun virlisiin zarf yapisinda eksprese edilirler, noétralizan antikorlari
indiiklerler (Ackermann, 2006). BLLF-1 geni tarafindan kodlanan major zarf
glikoproteini (gp 350/220), BXLF- 2 gen iirlinii gp85, BZLF-2 gen iirlinti gp42
ve BKRF-2 gen iiriinii gp25 bu antijenlerden bazilaridir (Yaung 2003; Dogan,
2005).



1.1.5. EBV nin Enfeksiyon Mekanizmasi

Epstein Barr virlis, saglikli kisilere genellikle tiikriik, bogaz salgisi,
yakin temas; nadiren kan veya kontamine esyalar ile bulasir. Virlis EM
olgularinin, immiin sistemi baskilanmis hastalarin ve saglikli EBV seropozitif

bireylerin oral sekresyonlarinda bulunabilir (Geggel, 2011).

EBV o0Once orofarinksin epitel hiicrelerini enfekte eder, viriisiin
replikasyonu, hiicrenin lizisi ve viryon salimi burada gerceklesir. Daha sonra
nazofarenks ve tiikiiriik bezleri ile hedef hiicre olan larenksin lenfoid
dokularinda bulunan duyarli B lenfositleri enfekte eder. Viriis iiredigi hiicreye
sitopatik etki yapmaz ancak, viriis genomu igeren hiicre, devamli iireme
ozelligi kazanir. Konaker hiicrelerden sentezlenen antijenik yapilar B
lenfositler i¢in otokrin biiylime faktoriinii stimiile eder ve apoptozisi engeller.
Enfeksiyonla birlikte B lenfositler proliferasyon, stimiilasyon ve sonrasinda
immiinglobiilin liretimi i¢in aktive olur ve IgM basta olmak tizere IgG ve IgA
simifi antikorlar sentezler. Humoral ve hiicresel immiin yanit gelismesine
ragmen viriis konaktan elimine edilemez ve enfekte B lenfositlerin i¢inde

latent olarak kalir (Brady et al., 2007).

1.1.6. EBV Prevelansi

Enfekte kisilerin tiikriik ve bogaz salgisinda bulunan EBV yakin temas,
kan ve kontamine esyalarla kisiden kisiye bulasmaktadir. Cocukluk

doneminde ortak kullanilan su bardaklari, ergenlik doneminde 6pilisme yakin



temasla bulastan sorumludur. Saglikl kisilerde tiikriikle viriis atilim1 %15 iken
bu oran immiinsiipresif kisilerde, transplantasyon sonrasinda ve HIV
pozitiflerde  %100’e  yaklasir  (Erensoy, 2008; Muderris 2009).
Lenfoproliferatif hastaliklarda, transplant alicilarinda ve AIDS hastalarinda
tikkriikte EBV-DNA’nin arttigin1 gosteren ¢esitli calismalar bulunmaktadir
(Idesawa et al., 2004).

1.1.7. EBV Epidemiyolojisi

EBV ile karsilasma yasi cografi bolgelere gore degiskenlik gosterir.
Enfeksiyon sosyoekonomik diizeyi yliksek olan topluluklarda, diisiik olanlara
gore daha gec yaslarda goriiliir. Eriskin yas grubunda seropozitiflik %80-
100°diir. Serokonversiyon 1-6 yas ve 14-20 yas donemlerinde pik yapar.
Ulkemizde eriskin yas grubunda seropozitifligin = %70-99.4 oldugu
bildirilmistir (Erensoy, 2008).

Ege bolgesinde yapilan bir seroprevalans c¢alismasinda, eriskin yas
grubunda seropozitiflik %84.4 iken 0-4 yas grubunda %67.9 bulunmus ve
seropozitifligin yasla anlamli bir sekilde arttig1 gosterilmistir (Erensoy, 2008).

EBYV ile iliskili malignitelerde baz1 kofaktorlerden s6z edilmektedir.
Ornegin sitmanin neden oldugu bagisiklik yetmezliginin Afrika’da cocuklarda
goriillen Afrika Burkitt lenfomasinda, Cin’de goriilen nazofarengeal
karsinomada ise genetik faktorler, besinler ve ¢evresel faktorlerin kofaktor
olduguna dair calismalar vardir (Erensoy S., 2008). Ulkemizde gesitli
malignitelerin etiyolojisinde EBV’nin roliinii arastiran ¢alismalarda; Hodgkin
lenfoma-EBV iliskisi %55-62.5 (mikst selliiler tipte %75-100), non Hodgkin
lenfoma-EBV iliskisi %57, nazofarengeal karsinoma-EBV iliskisi %29



bulunmus; Kuzeydogu Anadolu’da Hodgkin lenfoma-EBV iliskisi %75 iken,
I¢c Anadolu bolgesinde %42.8 saptanmustir (Zeytinoglu ve ark., 2005).

EBV suslari EBNA genlerindeki polimorfizmlere gore tip A ve B
olarak (tip 1 ve 2) simiflandirilirlar. Seroloji ve PCR ¢alismalari her 1ki tipin de
diinyada yaygin oldugunu ancak tip A’nin tip B’den daha sik saptandigini ve
EM’da baskin tip oldugunu gostermistir. Afrika’da iki tip benzer oranda
goriiliirken, Amerika ve Avrupa’da tip A tip B’den 10 kat daha fazla bulunur.
Bagisiklik  sistemi  baskilanmis  kisilerde, c¢oklu EBV suslar ile

koenfeksiyonlar gosterilmistir (Linde ve ark. 2009).

1.1.8.EBV Enfeksiyonunda Kullanilan Tani Yontemleri

EBV enfeksiyonun teshis etmek icin cesitli laboratuar testleri kullanilir
buna ek olarak tanisal ici yararh olan diger testler parametreleri (I6kositoz,
lenfositoz ile atipik lenfositler, anormal karaciger fonksiyon testleri, vb)
vardir. Non-spesifik heterofil antikorlarin ve spesifik anti-EBV antikorlarin
tespiti icin testler, EBV DNA tespit etmek icin molekiler biyolojik yontemler
kullanilir (Paschale et al.,2012).

1.1.8.1 Heterofil Antikor Testi
30 yil 6nce, Paul ve Bunnell IgM modelinin heterofilik antikorlarin EM
ile birlesik oldugunu ilk kesfedenlerdi. Bu antikorlar ¢apraz tiirlerdir ve EBV

ozellikli degildir. Bu antikorla tipik olarak poliklonal uyarmanin sonucudur

fakat 6zellikle mononiikleozlu hastalarda bulunmazlar (Hess et al., 2004).
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Heterofil antikorlar EM’den baska diger hastaliklar1 olan hastalarda da
tespit edilebilir, ve test sonuclar1 6 ilel2 boyunca pozitif kalabilir. Ticari
olarak bulunabilir olan heterofil antikorlarin tespiti igin agliitinasyon test
araclart keci, at ya da sigir eritrosilerini kobay cigeri ekstrasyonunu ile
reabsorpsiyon olduktan sonra kullanilir ve genglerin ya da yetiskinlerin %85-
90 i¢in akut faz serumlari ile etkilidir fakat 2-5 yaglar1 arasindaki ¢ocuklar i¢in
sadece %50 etkilidir. Boylece yanlig-pozitif sonuglar otoimmiin hastalarda
%2-3’tinde bulunmusken, yanlig-negatif sonuclarin yiiksek orani1 beklenebilir

(Hess et al.,2004).

1.1.8.2. Avidite

Avidite testi ek bir metot olarak, VCA IgG’nin avidite testi anti-EBNA-
1-negatif vakalarinda ilk enfeksiyon ve ge¢mis enfeksiyon arasinda degisiklik
gosterebilen ve VCA IgM’nin uzun donem siirdiigli vakalar1 da ¢ozebilir.
Enfeksiyon siireci esnasinda sadece en yiiksek aviditesi olan antikorlar segilir;
boylece in vivo IgG’nin olgunlasmasi in viitro ortamda aviditenin
kararliligiyla olgiilebilir (Gandhi et al., 2004). B hiicreleri canlida IgM’yi1 IgG
izotipine ¢evirir. IgG  olgunlasma islemin kinetikleri, ilk EBV
enfeksiyonundan sonra birka¢ hafta i¢inde olgunlagma siireci tamamlanmis
olabilmesine ragmen kisiden kisiye degisiklik gosterir. Olgiimler VCA
ozellikli substrathi EIA, IFA ya da Western blot teknigiyle elde edilir (Gandhi
et al.,2004) Benzer Ornegin iki temsil parcasi IgG antikorlarin varligr i¢in
paralel olarak test edilir biri islenmez ve digeri antijenleri antikorlardan ayiran
maddelerle islenir. Bu ayrilma antikorun aviditesine bagli oldugu igin,
islenmis ve islenmemis Ornekler arasindaki oran aviditinin derecesine karar
verir. Avidite bu nedenle bir ilk enfeksiyonun siirecini tahmin etmekte, akut ve

geemis enfeksiyonu ayirt etmek i¢in kullanilabilir (Hess et al.,2004).
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1.1.8.3. ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay )

Antijen antikor reaksiyonlarini gosterebilmek i¢in enzim kullanilan tiim
tekniklere ve tahlil yontemlerine genel olarak enzim immunotest (enzyme
immunoassay, EIA, ELISA) denmektedir. Enzimle isaretli immuno reaktiflere
dayal1 bu testler, antijen antikor reaksiyonu tespiti ile 6zellikle Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarinda sikca cesitli enfeksiyonlar, antijen ve antikorlarin tanisinda
kullanilmaktadir. Bu tekniklerde ¢esitli enzimler kullanilabilir, fakat en
genelleri alkalin fosfotaz ve peroksidazdir. Tipik tahlil siireleri 2-3 saattir fakat
kendinden membran iceren EIA’lar ve competitive EIA’lar 6nemli derecede
hizli olabilirler. EIA’lar bdylece f{ireticilere tarafindan farkli klinik
uygulamalarina uymasi i¢in genis ¢apta bir format ¢esitliligini ortaya koyarlar.
Floresan particle immunoassay immunotesti (FPIA) ve kemiliiminesans
immunotest gibi daha otomatiklesmis EIA metotlari, ila¢g ve hormon testleri
gibi daha yiiksek yogunluk testleri i¢in kullanilmaya meyillidirler (Tang ve
Stratton, 2006). EIA genellikle cesitli antijenleri, solid faza baglamak icin
kullanilirlar. Ya saf ya da tekrar birlestirilmis proteinler, fiizyon proteinleri, ya
tam boyutunda VCA kodlanmis gen ya da sadece VCA kodlanmis genin
kisimlarim1 temsil eden sentetik peptidler kullanilir. Aynisi EBNA-1 icinde
dogrudur. Fakat, ¢cogu tretici bugiin tekrar birlestirilmis tam boyutlu EBNA-1
proteinleri kullanir. EIA ile ilk enfeksiyondan 7 giin sonra erken bir siirede
antikorlar1 gosterebilirken geleneksel IFA klinik belirtilerinden sonra EBNA-1
IgG antikorlarin 4 ile 6 haftada arasinda tespit eder (Gartner, 2003).
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1.1.8.4. TFA (Indirekt Floresan Antikor)

Indirekt Floresan Antikor (IFA) giiniimiizde altin standart olarak kabul
edilen yontemdir. IFA testinde genellikle burkit lenfomal1 hastalardan alinan
insan EBV transform B hiicre dizileri kullanmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
P3HR-1 hiicre dizisi veya IFA’nmin ilk substrati olan raji hiicre dizisidir
(Paschale ve Clerici, 2012). P3HR-1 hiicreleri EBNA-1"1 tiretirken, hiicrelerin
yaklasik %5-20’s1 ¢ekirdek icinde ayrica VCA iiretir. Raji hiicre dizisinin
EBV spesifik protein modeli 6zellikle ¢ekirdekteki EBNA-1 ve EBNA-2
tretimi olmak tizere EBNA’larla sinirlidir. Raji hiicre dizisi VCA iiretmez. Bir
antijen-antikor reaksiyonu olan bu testte, spesifik antikorlar fluorokrom bir
boya (FITC, Auramine, Rhodamin, vs) ile boyanmistir. Bir preparatta
homolog antijenin bulundugu durumlarda iizerine boyali antikor konursa,
boyali antikorlar antijenle birlesir ve UV-isinlar1 ile donatilmis mikroskop
altinda sari-yesil parlak bir fluoresans vererek kolayca fark edilirler. IFA
teknigi halen primer EBV enfeksiyonunun tanisinda altin standart olarak kabul
edilmektedir. Bu yontem EBV-VCA, EBV-EA ve EBNA antijenlerine karsi
olusan antikorlarin paralel olarak belirlenmesi ile akut ve gecirilmis
enfeksiyonlar1 birbirinden ayirt ederken ayn1 zamanda reaktivasyon ve kronik

enfeksiyonlarin belirlenmesini saglamaktadir (Paschale ve Clerici, 2012).

1.1.9. Molekiiler Tam Yontemleri

Pek ¢ok farkli metot, teknik ve protokoller EBV DNA ve viriis varligini
tespit etmek icin kullanildilar. Dot blot, PZR ve in situ hibridizasyon hepsi
cesitli materyallere uygulanmistir, fakat onlarin yogunluktaki ve ozgilliik
farkliliklar1 laboratuardan laboratuara degisiklik gosterdigi i¢in dikkatle
gbozlenmesi gereken sonuclara yol actmistir. Son ¢alismalar, ger¢ek zamanli

PZR’nin hassas oldugunu ve Ozellikle immiin sistemi baskilanmis olan
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hastalardaki ve EBV alakali bozukluklar gelistirenlerdeki enfeksiyon
durumunu tanimlamak i¢in ¢ok kullanigh oldugunu bildirmistir. Fakat, hala en
1yl materyallerin, 6lgme birimleri ya da miidahale gerektiren yada prognozu
onceden haber veren sayisal seviyelerin kullanimina iliskin bir fikir biligi

yoktur (Hayden et al.,2008; Preiksaitis et al.,2009).

1.1.9.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu sadece birka¢ saat icinde milyarlarca
katmanlt DNA’nin belirli bir bdlgesini kopya etmek ya da amplifikasyon i¢in
kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Bu amplifikasyon ilk katmanm kiiciik
niikleotidlerden olusan yapilardir ve DNA bdlgesinin yaninda olur. PZR,
teshis ve aragtirma laboratuarlarinda yeterince test etmek, analiz etmek ya da
islenmis olmak icin yeterli miktarda DNA iiretmek icin kullanilmaktadir.
Sundugu asir1 hassasiyet sebebiyle, PZR teshis mikrobiyolojisinde hizla
standart bir metot olmustur. Son zamanlarda kullanilan kitler ve ¢esitli cihaz

platformu reaksiyona hiz, esneklik ve sadelik eklemistir (Qaddo, 2013).

PZR’yi pratik bir arastirma ve tani araci yapmaktan sorumlu iki eski
termal vardir termostabil DNA polimeraz1 ve termal dolasimligidir. PZR ilk
defa 1siya dayaniksiz DNA polimeraz kullanilirken uygulandi. Her devir
sonrasinda yok edilen enzimin bu manuel yenilenmesi gerekmektedir. Sabit
1sili DNA polimeraz Thermus aquaticus adli 1sinin 900C astig1 kaynaklarda
yasayan bakteriden yalitilmistir. Taqg DNA polimeraz olarak adlandirilan bu
enzim amplifikasyonun pek ¢ok devri esnasinda tekrar 1sitilmaya ragmen aktif

kalmigstir (Paschale ve Clerici, 2012).

DNA polimerazina ek olarak PZR reaksiyonunun gerekli

komponentleri, oligoniikleotid primerleri, deoksiniikleotid trifosfatlar
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(dNTPs), kalip ve hedef DNA ve baffer (genellikle Tris) ve magnezyum klorid
gibi iki degerli bir katyon igermektedir. Primerler genellikle 20-25 taban
uzunlugunda oligoniikleotitlerdir. Onlar hedefin 6zel sirasin1 tanimak ve

amplifikasyon bolgeyi tanimlamak i¢in dizayn edilmislerdir (Tang ve Stratton,

2006).

Primerlerin uzunlugu ve sekansi onun erime ve sertlesme derecesine
karar verir. Hedef DNA’ya bir kez tav verildiginde, primerler bir ¢ift zincirli
DNA kalib1 gerek duyan DNA polimeraz i¢in baglayici bir alan yaratmaktadir.
Bu kisa ¢ift zincirli primer boliimii DNA replikasyonun ya da amplifikasyonun
temelidir. Taq DNA polimerazi yeni DNA zinciri sentezi ya da

genigletmesinden sorumlu enzimdir (Tang ve Stratton, 2006).

DNA amplifikasyon teknolojileri direk viriis Ol¢iimiinde ve klinik
laboratuarlarda virilis 1iligkili hastaliklarin teshisinde ve gdzlemlenmesinde
daha genis kullanimlar kazamiyor (Macky et al.,2002). PZR’nin EBV
enfeksiyonun tespit ve izlenmesinde kullanimi pek ¢ok arastirmada rapor
edilmistir. En 1iyi denetimler primer ve prop farkli sekanslar ile yiiksek
kurunmus open reading frames (ORFs) hedefi kullanarak ¢ok az ya da hig
yanlis olmayan sonuglar vermistir. Yaklasimlar niikleik asit i¢in ¢ok hafif
farkli kaynaklar ve isleme teknikleri kullanmaktadir ve farkli miktar 6lgme
standartlarim1 gorevlendirmektedir. En yiliksek hassasiyet i¢in, en iyisi kan
orneklerini ya da DNA viriislerinin kaynagi olan periferal kan mononiikler
hiicreleri kullanmak, ciinkii viriis hemen hemen her zaman hiicreyle iligkilidir
ve (plasma ya da omurilik sivisi gibi) hiicrenin olmadig1 yerlerde nadiren

kiyaslanabilir seviyelerde bulunmaktadir (Hayden et al.,2009).
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1.1.9.2. in Situ Teknikler

In situ teknikleri oncelikle lezyon icin hiicrelerde EBV bulunup
bulunmadigina karar vermek icin doku biyopsisi kullanilmaktadir. ki in situ
teknigi kullanilmaktadir, birincisi EBV 6zellikli DNA’y1 kullanarak DNA’nin
genomik varligmi tespit etmek ve EBER RNA’y1 tespit etmek i¢in
oligoniikletid proplarin1 kullanmaktadir ( Hayden et al., 2009).

Ikincisi daha ¢ok genel olarak kullanilan bir tekniktir ve prob araglari
bazi kaynaklardan temin edilebilir. Onlar EBV genomunun en aktif sekilde
uyarlanmig bolgesinden RNA polimeraz Il tarafindan yapilmis iki kiiglik
RNA molekiillerinin birinin ya da her ikisininde tespitine giivenir. EBERSs i¢in
in situ tekniginin biiylik avantaji hiicre basina 107 kopyanin asacag tahmin
edilmis olan RNA birikimidir. Boylece kolaylikla doku boliimleriyle EBV nin
yeri 1ki saatten az zamanda tespit edilebilir. Viral varligi (EBER prop) in situ
ozellikleri ile enfekte hiicrelerde viral gen eksprasyonu virilislin tanisinda
yardimini ¢ogaltmak icin calismalar vardir. Ayrica ZEBRA (EBV replikasyon
aktivator), EA D (EA diffiz), EA R (EA smirlh) ve M antigen diye
adlandirilan litik faz antigenleri i¢in kitler vardir. Bunlarin herhangi biri litik

viriis liretimini tespit etmek icin kullanilabilir ( Hayden et al.,2009).

1.1.10. EBV Enfeksiyonu Semptomlari

Hastalik genellikle bogaz agrisi, bulanti, farenjit, ates, bas agrisi,
gribeyaz eksiidalar ve nekrotik alanlar iceren tonsilit, 6n ve arka servikal lenf
nodu tutulumu, karaciger enzim artis1 ile karakterizedir. Hepatomegali (%6-
13), splenomegali (%50-63) goriliir. Hastalarin periferik kanlarinda atipik

lenfositler saptanir. Hastalar 2-3 haftada 1iyilesir. Bogaz agris1 aylarca
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sirebilirken diger semptomlar kisa siirede kaybolur. Nadiren kronik

mononiikleoz sendromu gelisebilir (Geggel, 2011).

Ayrica otoimmiin hemolitik anemi, trombositopeni ve hafif nétropeni
goriilebilir. Olgularin %1’inden azinda ensefalit, aseptik menenjit, transvers
miyelit, Guillain-Barre sendromu, optik ndrit gibi norolojik komplikasyonlar
gelisebilir. Bunun disinda siroz, perikardit ve fatal miyokardit olgular1 da

bildirilmistir (Engels et al.,2001).

EM tablosu EBV disinda CMV ile de olusabilir ancak klinik ve
laboratuvar bulgular1 farklidir. Akut toksoplazmozda ve adenoviriislerle de
EM benzeri tablo olusabilir. Tami serolojik testlerle konur. Ayiric1 tanida
diistintilmesi gereken diger hastaliklar viral hepatit, kizamikgik, streptokokkal

tonsillit ve primer HIV enfeksiyonudur (Arman, 2008).

1.1.11. EBV ile iliskili Hastaliklar

1.1.11.1. Enfeksiyoz Mononiikleoz (EM)

En sik rastlanan EBV enfeksiyonudur. Etken tiikriikk ile bulasir,
enfeksiyon orofarenkste baslar. Viral replikasyon farenksin epitel hiicreleri ve
tilkkriik bezlerinde gerceklesir. Replikasyonu takiben viriis, B lenfositlerini
enfekte eder ve bu hiicrelerde varligini siirdiiriir (latent enfeksiyon). Normal
bireylerde viriisle enfekte olan hiicrelerin ¢ogu elimine edilir, ancak az sayida
enfekte lenfosit 6miir boyu konakta kalir (Geggel, 2011). Hastalik ¢ocukluk
caginda genellikle asemptomatik seyreder. Semptomatik hastalikta otitis
media, diyare, list solunum yolu enfeksiyonu gibi tipik olmayan belirtiler veya

EM tablosu ortaya ¢ikar (Geggel, 2011).
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Kiiciik cocuklarda klinik bulgular saptansa da yarisinda heterofil
antikorlar olusmaz. Yas ile hem klinik belirtiler hem de heterofil antikor
pozitifligi artar; 4 yas grubunda enfeksiyon gecirenlerin %80’inde heterofil
antikor saptandigi bildirilmistir (Geggel, 2011).

1.1.11.2. Kronik Aktif (Persistan) EBV Enfeksiyonu

EM klinigini takiben kalict yorgunluk, bas agrisi, miyalji, subfebril
ates, lenfadenopati, hepatosplenomegali, pnémoni, norolojik ve oftalmik
patolojiler ile seyreden uzamis bir hastalik tablosudur. Hastalarin ¢ogunda
kronik EBV enfeksiyonu ile uyumlu antikor profilleri saptanir. ‘Kronik
mononiikleoz’ tablosunun aylar ve yillar boyu devam eden bir sendrom oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica nadir goriilen, ciddi malignitelere veya oliimciil
seyreden diger hastaliklara doniisen EBV ile iliskili tablolara ‘kronik aktif EBV

enfeksiyonu’ adi verilmektedir (Erensoy, 2008).

Kronik mononiikleoz sendromlu hastalarda yiiksek diizeyde anti-VCA
ve anti-EA antikorlar1 (IgG ve IgA) olusur, bunun yani sira normal, diisiik
veya saptanamayacak diizeyde anti-EBNA antikorlar1 bulunabilir. Ayrica anti-
VCA IgM titreleri ¢ok diisilk veya saptanamayacak diizeylerde olabilir.
Pansitopeni ve poliklonal hipergamaglobiilinemi gelisebilir. Bu hastalarda
yuksek diizeyde EBV genomu saptanmustir. Etiyopatogenezinden hiicresel
immiin yanit, interferon sistemi ve NK hiicre aktivitesinde yetersizlik;
EBNA’ya anormal hiimoral yanit ya da EBV varyanti bir susun etken

olabilecegi sorumlu tutulmaktadir (Erensoy S., 2008).
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1.1.12. Epstein Barr Viriis, Proliferasyon ve Onkogenez

Epstein-Barr Viriis ¢esitli lenfoproliferatif hastaliklara neden olabilir (Dogan,

2005). Bunlar:

1.1.12.1.Hemofagositik Lenfohistiositoz

Benign bir hastaliktir, histiositik proliferasyon ve hemofagositoz ile
karakterizedir. Epstein-Barr viriis ile enfekte lenfositler TNF-a ve IFN-y
salinimini artirir. Bu yapilar makrofaj aktivasyonuna neden olur. Hastalik ates,
lenfadenopati, hepatosplenonegali, hepatit, pansitopeni ve koagiilopati ile

kendini gosterir (Dogan, 2005).

1.1.12.2. Lenfoid Graniilomatozis

Lenfoid sistemin EBV ile iligskili damar hasar1 ile karakterize
bozuklugudur. Ates, bulanti, kilo kaybi1 ve Oksiiriik goriiliir. Bir immiin

yetmezlik durumu vardir (Dogan, 2005).

1.1.12.3. Burkitt Lenfoma

Epstein Barr Viriis ile iligkili ve biyolojik, yerlesim yonlerinden birbirlerinden

farkli 3 klinik sekli vardir. Bunlar endemik, sporadik ve immiin yetmezlikli

kisilerle iliskili varyantlardir. Burkitt lenfomanin endemik formu, Afrikanin

ekvatoryal bolgelerinde ve Papua Yeni Gine’de sik¢a (50-100/106) goriiliir.
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Tiimor hiicrelerinde EBV’nin varlig: ile endemik BL arasinda hemen hemen

%100 iligki vardir (Straathof, 2003;Sarac ve ark., 2005).

Epstein Barr Viriis primer olarak B lenfositleri enfekte eder ve prolifere
olabilecegi blastlara ulasir. Epstein Barr Viriis niiklear antijen-2 ve LMP-1
lenfositlerin 6limsiizliigii acisindan 6nemlidir (Straathof, 2003;Sarac ve ark.,

2005).

1.1.12.4. Hodgkin Hastahg

Hodgkin lenfoma (HL) klinik olarak agresif ama tedavi ile sag kalim
oranlar1 yiiksek; malign lenfoma gurubunda kabul edilen heterojen bir
hastaliktir. Hodgkin ve Reed-Sternberg Hiicrelerinin (HRS) orijininin lenfoid
kokenli oldugunun saptanmasi nedeniyle Hodgkin Hastalig1 olan adlandirma
yerini HL’ya birakmistir. Genellikle lenf diigiimlerinde ve en sik servikal
bolgede ve ¢ogunlukla geng eriskinlerde gbzlenmektedir. Etiyopatogenezinin
aciklanmasinda oOnemli gelismeler olmasina karsin belirsizlikler hala
stirmektedir. Enfeksiyon ile iliskisine yonelik epidemiyolojik, klinik, ve
histopatolojik kesin bulgular vardir (Sarac ve ark.,2005, Straathof ve ark.,
2003). Epstein-Barr viriisiiniin (EBV) rolii serolojik ¢alismalarda ve biyopsi
materyallerinde siklikla bulunan EBV genomuyla desteklenir. EBV-HL iliskisi
bilinen bir konu olmasina karsin EBV’niin hastaligin gelisimindeki rolii ve

prognostik 6nemi tartigmalidir.
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1.1.13. Proliferatif Ajan Olarak Epstein Barr Nuclear Antigenl (EBNA1)

Proteini

EBNAI, epizomal EBV genomunun korunumu ve replikasyonu icin
gerekli olan ve DNA baglayan bir proteindir. Bu fonksiyon, EBNA1’in viral
replikasyonun plazmid orijini olan “oriP”’ye baglanmasiyla kazanilmistir
(Sample ve Kieff, 1996). EBNAI1 ayn1 zamanda Qp’nin kendi ekspresyonunu
ters yonde ayarlamak i¢in asagi dogru olan iki bolgesi ile etkilesir (Nonkwelo
et al.., 1996). EBNA 1 transkripsiyonal bir transaktivatér olarak hareket
ederek Cp ve LMP 1 promotorunu regiile eder (Sample ve Kieff, 1996).
EBNAI1 proteini, farkli EBV izolatlarinda farkli biiytikliige sahip glisin-glisin-
alanin (Gly-Gly-Ala) tekrar dizileri icerir (Sample ve Kieff, 1996). Bu tekrar
alan1 sirlandirilmis MHC class 1’in cis etkili inhibitoriidiir ve antijen
stirecini ubikiitin-proteozom kaskad1 yolu ile inhibe ederek fonksiyonu agiga
cikarir (Levitskaya ve ark., 1995). EBNA 1 olusturan peptidlerdeki hata hedef
hiicrelerde eksprese oldugunda inefektif CD8+ T-hiicrelerinin EBNAT1 cevabi
ile sonuclanir (Wilson et al., 1996).

Yapilan bir ¢alismada, transgenik farelerdeki B hiicrelerinde EBNA1
ekspresyonu B-hiicre proliferasyonu ile sonuglandigi gosterilmistir. Bu da
onkogeneziste EBNA1’in direkt rolii olabilecegini 6ne siirmektedir (Wilson,

1996).

EBNAI1 epizomal replikasyon ve viral genomun devamliligi icin
gereklidir (Beaulieu et al., 1999). Epstein-Barr Viriis ile enfekte olan tiim
hiicreler mutlaka EBNA-1 sentezler. Viriisiin hiicrede persistansi icin EBNA-1
gereklidir ve EBNA-1 sentezlemeyen rekombinant viriisler, B lenfositleri
oliimstizlestiremezler (Yaung et al. 2003). Latent EBV enfeksiyonunda
enfekte hiicrenin cekirdegindeki tim kromozom ile EBNA-1 iligkilidir ve
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latent replikasyon orjini (Ori P) ve kromozomal proteinlerin her ikisininde
birbirleri ile etkilesmeleri EBV epizomlarinin yeni nesil hiicrelere gecisini
saglar (Beaulieu et al. 1999). Epstein-Barr Viriis niiklear antijen-1’in santral
kismi gly-ala tekrarlarindan olusur (Yaung et al. 2003). Bu bolgeler immiin
sistemden kagista dnemlidir. Bu tekrar bolgeleri, ubiquitin/proteasome antijen
isleme yolunu inhibe ederek viral proteinlerin islenmesini ve MHC Simif-1
aracilt sunumunu Onler. Boylece EBV sitotoksik T lenfositlere (CTL)

sunulamaz ve CTL’lerin cevab1 engellenir (Dogan, 2005).

EBNA1 EBV latent gen ekspresyonunun diizenlenmesinde anahtar rol
oynar ve EBV replikon plazmid replikasyonu icin gerekli olan tek viral bir
proteindir (Elizabeth et al., 2000). Ancak EBNA1’in proliferasyondan sorumlu
transkripsiyon  faktorlerini  hangi mekanizmalarla artirdigi  gizemini

korumaktadir.

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

LMP1’in fonksiyonunda en az dort adet kaskad bulunmaktadir. Bunlar
NF-kB, JNK/AP-1, p38/MAPK ve JAK/STAT’ dir. LMP1’in C terminalinde
en az iki aktive eden bolge bulunur. Bunlar CTAR1 ve CTAR2’dir (C-
terminal ’1 aktive eden bolgeler 1 ve 2). CTAR] membrana proksimal olarak
lokalizedir (aminoasit 351-386) ve EBV" B-hiicrelerinin uzun dénem gelisimi
icin gereklidir (Izumi ve Kieff, 1997). LMP1’in lenfositlerdeki ekspresyonu,
transkripsiyon faktorii NF-kB’ nin aktivasyonu ve anti-apoptotik bir gen olan
bcl-2 ve A20 geninin ekspresyonunun denetlenmesi gibi ¢esitli hiicresel

degisiklikleri indiiklemektedir (Laherty et al., 1992; Rowe et al., 1994).
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Transkripsiyon faktorii NF-kB’nin aktivasyonu dogrusal olmayan hiicre
sinyalindeki LMP1’in Onemindeki ilk belirtidir. Hem CTARI1, hem de
CTAR2, NF-kB’yi bagimsiz olarak aktive edebilir (Huen et al., 1995).
CTAR2, NF-kB aktivasyonuna arabuluculuk yapan LMPI1’in biiyiik
cogunlugunun (%70-80) tiimor nekrosiz faktorii reseptorii (TNFR) ile iliskili
Oliim domain proteini (TRADD) ile etkilesimini aciklar. Geri kalan NF-kB
aktivasyonuna  arabuluculuk  yapan LMP1’in  %20-30’'u  CTARI1
P XQ*XT**® motifinden elde edilir. Bu motif TNF ile iliskili bircok
faktorle etkilesmektedir (Devergne et al., 1996).

LMP1, INK (c-Jun N-terminal kinaz) kaskatin1 yalnizca CTAR2 yolu
ile aktive eder (Eliopoulos et al.,1999). Oysa p38/MAPK kaskatinin
aktivasyonunda hem CTARI hem de CTAR2 arabuluculuk etmektedir.
LMP1’in C-terminalindeki 33 baz ciftlik tekrara sahip prolince zengin bir dizi
Janus kinaz 3 (JAK3)’iin aktivasyonuna arabuluculuk eder (Gires et al., 1999).
LMP1’in plazma membrani i¢indeki agregasyonu i¢in kritik bir dnkosuldur ve
transmembran domeynlerin instrinsik bir 6zelligi olarak ortaya ¢ikar (Gires et
al., 1997). LMPI, lipid yiginlarinda zenginlestirilmistir ve hiicre iskeletiyle
iliskidedir.  Transmembran  domeynleri, LMP1’1 lipid yiginlarina
yonlendirmekten sorumludur, oysa LMP1’in TRAF molekiilleriyle etkilesimi
LMP1’1n hiicre iskeletiyle iligkisi i¢in 6nemlidir (Higuchi, 2001).

1.1.15. LMP?’in Proliferatif Etkinligi

LMP1, promotorii EBNA-2’ye yanit elementi tasir (Beaulieu et
al.,1999) ayn1 zamanda hiicre ylizey adezyon molekiillerinin artisina yol agar

(Yaung et al., 2003) ve hiicresel onkogen bcl-2’nin yapimini artirarak EBV ile
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enfekte lenfositleri apopitozisten korur (Beaulieu et al.,1999). Bunlarin
yaninda latent membran protein geninin fibroblastlara transferinde, normalde
timor olusturmayan fibroblast dizilerinden bazilarmin tiimér hiicresi haline
gectigi de tespit edilmistir (Beaulieu et al., 1999). Yine LMP1’in in vitro
olarak; proliferasyonun devami ve B lenfositlerdeki oliimsiizliigiin devami
acisindan gerekli oldugu gosterilmistir (Niedobitek et al., 2001). Diger taraftan
LMP1’in hiicresel adezyon molekiillerinden lenfosit fonksiyonu ile iliskili
antijen (LFA1l), LFA3 ve ICAMI1 ifadelenmesine de neden oldugu ve bu
nedenle LMP-1 ifade eden hiicrelerin ¢ok sik kiimelestikleri bildirilmistir. Bu
molekiiller B lenfositlerle T lenfositler arasinda LFA3/CD2 ve LFA1/ICAM1
adezyon yollar ile baglant1 kurar ve EBV ile transforme olmus B lenfositlerin
CTL (sitotoksik T lenfosit) ’ler araciligi ile eliminasyonunda 6nemlidir.
Sitotoksik T lenfosit aracili lizis 6zellikle immunstipresif hastalarda tedavide
kullanilmaktadir (Beaulieu et al., 1999). Baska bir ¢alismada ise LMP1’in B
lenfosit aktivasyon molekiillerinin (CD23, CD39, CD40 ve CDA44 gibi)
ifadelenmesini uyardig bildirilmistir (Niedobitek et al., 2001).

1.1.16. LMP1 iliskili Biyokimyasal Yolaklar

Epstein-Barr Viriis LMP-1, 63 kilodalton agirliginda integral membran
proteinidir ve {ic ana parcaya boliinebilir. ilk parca; LMP-1’i plazma
membranina baglayan ve proteini yonlendiren bir amino terminal sitoplazmik
kuyruk  (1-23.aminoasitler), ikinci parca; LMP-1  agregasyon ve
oligomerizasyondan sorumlu alt1 hidrofobik transmembran diigiim (24-186.
aminoasitler) ve {giincli parca; molekiiliin sinyal aktivitesininin biiyiik
boliimiinti olusturan uzun karboksiterminal sitoplazmik bdélgedir (187-386.

aminoasitler). Niiklear faktor-kB (NFkB) transkripsiyon faktor yolunu aktive
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edebilme yeteneklerine gore iki farkli fonksiyonel bolge; C-terminal
aktivasyon boélgeleri 1 ve 2 (CTAR1 ve CTAR2) olarak tanimlanmislardir
(Zheng H. ve ark 2007). Latent membran protein-1’in sinyal etkisi timor
nekroz faktor (TNF) reseptor, TNF reseptor iliskili faktor (TRAF)’ tin CTARI1
ile 13 direk olarak veya CTAR2’ye baglanan 6liim bolgesi i¢eren protein TNF
aracilikli 6liim domaini (TRADD) ile indirek olarak etkilesmeleri sonucu
ortaya cikar (Eliopoulos AG ve Young LS, 2001). Bu adaptor proteinler NF-
kB-indiikleyen kinaz (NIK) ve IkB kinazlar1 (IKK) igeren bir multiprotein
katalitik kompleks olustururlar. Bu hem klasik IkB alfa bagimli NK-kB
yolunun (p50-p65 heterodimerlerini igerir) aktivasyonu, hem de p52-p65
heterodimerlerinin olusumu i¢in pl100 NF-2kB islenmesi ile sonuglanir

(Eliopoulos et al., 2003). (Sekil 1.2.)

Nature Reviews | Cancer

Sekil 1.2. EBV LMP1 Iliskili Yolaklar (Eliopoulos AG ve ark. 2003).
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1.2. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus; insiilin {iretim veya aktivitesindeki yetersizlikten
dogan kan glukoz seviyesinin yiiksek olmasiyla karakterize, metabolik bir
hastaliktir. Diyabetin tipl ve tip2 olmak iizere iki ana formu bulunmaktadir.
Her iki tipte progresif pankreatik beta hiicre kayiplariyla karakterizedir
(Gurzov et al.,2008).

Organizmada bulunan dokularda proliferasyon ve neogenez ile
apoptosis genelde denge halindedir (Sekil 1.3.). Bu dengenin apoptosis
yoniinde 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 giizel gostergesinin
T2DM hastalarindaki beta hiicrelerinde, apoptotik mediatorler olan kaspaz-3
ve kaspaz-8’in aktivitelerinin yiikselmesi oldugu ifade edilmektedir. Fakat
T2DM’la karakterize insiilin sekresyonundaki degisikliklerde, beta hiicre
kayiplarinin tahmin edilen sonuclar1 yeterince aciklanamamaktadir (Girard,

2008; Lup1 ve Del Prato, 2008).

GENiSLEME DARALMA
Organ ‘faplml Apoptoz
\ /,
Replike olma —» —» Nekroz

T TS

Organ buyUmesi Atrofi

Sekil 1.3. Beta Hiicre Kiitlesi Kontrol Mekanizmasi (Lupi1 ve Del Prato, 2008)
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Tahminlere gore, 2010 yili itibari ile tiim diinyada eriskin (20-79 yas)
niifusta diyabet prevelanst %6,6’dir ve 2030 yilinda %18 artigla bu degerin
%7,8 olacag1 ongoriilmektedir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’nin
Diyabet Atlasi’nda farkli {ilkeler ve bolgelerdeki diyabet prevelarini
karsilagtirmak i¢in diinya niifusunun standart yas grubu dagilimma gore
hesaplamalar yapilmistir. Buna gore 2010 yil1 standardize diyabet prevelansi
%6,4 iken 2030 yilinda yaklasik %20 artis ile %7,7’ye ulasacaktir. Sayisal
olarak soylemek gerekirse simdilerde 285 milyon olan diyabetli niifusun yirmi
yil sonra 438 milyona ulagsmasi beklenmektedir (International Diabetes

Federation;2009, T.C. Saglik Bakanli§1;2011).

Tiirkiye’de 1993°de yapilan cok merkezli DiabCost ¢aligsmasina gore
komplikasyonsuz bir diyabetlinin yillik dogrudan maliyeti kisi basi yaklasik
400 ABD dolar1 olmustur. Komplikasyonlu diyabetlide ise maliyet yaklasik 4
kat daha ytiksek olarak hesaplanmistir (EUROBIAB-ACE Study Group;2000).
2010 yilinda ise Tiirkiye i¢in diyabet nedeniyle kisi bas1 saglik harcamasi 572
ABD dolar1 oldugu hesaplanmistir (International Diabetes Federation;2009).
Bu rakam Tiirkiye’de diyabet maliyetinin gecen 15 yilda %40 artis
gosterdigini ortaya koymaktadir (T.C. Saghik Bakanlig1;2011). Bu baglamda
diyabet tedavisinin ve komplikasyonlarinin giderilmesinin énemi ortadadir ve

yukarida verilen tahminlere gore de her gecen giin bu 6nem artmaktadir.
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1.3. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Programli hiicre o6limii (apoptoz) hiicrelerin genetik olarak
belleklerinde var olan intihar programinin ¢esitli sinyallerle, patofizyolojik
kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla baglamaktadir
(Hampton ve Orrenius, 1998). Apoptoz mekanizmasinda ii¢ temel grup
molekiil rol alir. Bunlar: Oliim reseptdrleri, adaptor proteinler ve proteolitik

enzimlerdir (kaspazlar).

Oliim reseptdrleri; TNF (Tumour Necrosis Factor) reseptor gen ailesine
aittir. Bu reseptor polipeptidlerin sitoplazmik bdliimleri, 6liim alani1 (Death
Domain) adi verilen bir aminoasit dizisini igerir ve adaptér proteinlere
baglanirlar (Biiyiikgebiz ve Caferler , 2001). Bilinen alt1 tane 6liim reseptorti,
CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNFRelated Apoptosis-Inducing Ligand)-R1,
TRAILR2, TNF-R1, DR3 ve DR6 dir. Adaptor proteinler, reseptorle gelen
sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktive ederler. Bu reseptorlerin en
cok bilinenleri TNF reseptorii-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 (Biiylikgebiz ve Caferler, 2001).

Apoptoz bir¢cok fizyolojik ve patolojik olayda etkin rol oynamaktadir.
Fizyolojik olaylarin basinda hiicre yapim-yikimi gelir. Deri, barsak epiteli, kan
hiicreleri gibi hiicre yapim-yikiminin hizli oldugu dokularda yaslanan hiicreler
apoptozla ortadan kaldirilarak yeni hiicrelere yer acilir. Patolojik olarak
sayabilecegimiz olaylarda ise; tiimorlerde hem regresyon hem de biiylime

asamasinda rol oynar. Yine hormona bagimli olarak dokularda patolojik atrofi
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sirasinda; Ornegin kastrasyondan sonra prostat atrofisi ya da glukokortikoid
kullannomindan sonra timusta lenfosit kaybi apoptoz yoluyla olur. Pankreas,
tikriik bezi, bobrek tubuluslar1 gibi parankimatéz organlarda duktus
tikanmasindan sonra patolojik atrofide gozlenir. Yine kanserde apoptoz
mekanizmasinin yeri ve onemi biiyiiktiir ve kanser tedavi planlarinda bir
numarali arastirma alanin1 apoptotik siire¢ mekanizmasi olusturmaktadir. Bu
nedenle apoptoz mekanizmast tam olarak anlasildifinda bu sayilan
hastaliklarin tedavisi de miimkiin olabilecektir (Fadeel et al.,1999;Renehan et

al., 2001).

Apoptozun Onemi; cesitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da
zararl hiicrelerin inflamatuvar yanit olmaksizin yok edilisini saglamasindan
ve organizmanin i¢ dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan ileri
gelmektedir. Canli doku ortaminda hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin
silindigi fizyolojik bir 6liim sekli olan apoptoz ilgi ¢ekici oldugu kadar
insanlardaki 6nemli patolojilerin tedavisi acisindan da umut verici bir
mekanizmadir (Tomatir, 2003). Son yillardaki caligmalar [ hiicrelerinde
Endoplazmik Retikulum (ER)’un apoptotik 6liim sinyallerinin iletilmesinde

onemli bir organel oldugunu gostermistir.

1.3.1. Diyabet Patogenezinde Beta Hiicre Apoptozisinin Rolii

Pankreatik beta hiicreleri insulin sekresyonu ile iliskili glukoz
homeostazisinde ¢ok dnemli bir role sahiptirler. Beta hiicrelerinin hem sayisal
hem de hacimsel olarak degisimleri dinamik olarak degisik fizyolojik ve
patolojik kosullarin etkisi altindadir (Bonner, 2000). Fizyolojik sartlarda

yasam boyunca diisiik diizeyde beta hiicre 6liimleri ile proliferasyonu arasinda
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bir denge mevcuttur. Ancak, beta hiicrelerinin asir1 kaybinin diyabete ve hem
tip 1 hem de tip 2 diyabetin ortak 6zelligi olan beta hiicre disfonksiyonuna
neden oldugu kabul edilir (Mathis, 2001; Eizirik ve Poulsen, 2001). Tip 1
diyabette, beta hiicreleri otoimmun ve yangisal proseslerle segici olarak yok
edilirler ve bu durum insiilin yetersizligi ve hiperglisemi ile sonuglanir. Tip 2
diyabette hastaligin ilerlemesinde esas etkili olan faktor, siklikla sismanlik ve
fiziksel aktivite azlig ile iligkili olan insiilin direncidir. Fakat bu durum,
sadece beta hiicrelerinin artan insiilin ihtiyacin1 karsilayamamalar1 sonucu
olusur. Her iki durumda da, beta hiicre 6liimlerinin esas yolu apoptozis olarak
telakki edilir. Beta hiicrelerinde gelisen apoptozis, o6lim reseptdrlerinin
aktivasyonu, membran gecis Ozelligi olan degisik maddeler, biiyiime
faktorlerinin yetersizligi, metabolik ve sinyal yolaklarindaki aksakliklar gibi
degisik uyaranlara bagl olarak ortaya ¢ikar (Tablo 1.3.). Oliim reseptdrlerinin
baglanmas1 ve DNA hasar1 apoptozisin baglaticilar1 olarak kabul edilirler ve
mitokondrial membran permabilitesini  ve kaspazlarin aktivasyonunu
indiiklerler. Son c¢aligmalar, endoplazmik retikulumun (ER) stres aracili
apoptozise duyarli bir organel oldugunu ve apoptotik sinyalleri iletebildigini

gostermektedir.

Tablo 1.3. Beta Hiicre Apoptozunda Potansiyel Uyaricilar.

Oliim reseptérleri

e  Fas ligand/Fas reseptor (Mathis D., ve ark. 2001, 16)
e  Perforin (Mathis D., ve ark. 2001, 16)
o  Sitokinler (IL-1B, IFN-y, TNF-a) (Mathis D., ve ark. 2001; Eizirik DL. ve Poulsen TM., 2001)

Membrani gegebilen araci molekiiller

e  Reaktif oksijen tiirleri (hidrojen peroksit, hidroksil radikali) (Kaneto H,. ve ark., 1999)

e  Reaktif azot tiirleri (nitrik oksit, peroksinitrit) (Oyadomari S., ve ark., 2001)

o  Alkillestirici ajanlar (streptozotosin, MMS) (Saini KS., ve ark. 1996, Delaney CA, ve ark. 1995)
e  Seramid (Unger RH., 2002)

Yetersiz biiyiime faktorleri
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e IGF-1 (Withers DJ., ve ark. 1999; Withers DJ., ve ark. 1998)
e  EGF (Miettinen PJ, ve ark. 2000)
e  FGF (Hart AW., ve ark. 2000)

Metabolik ve sinyal yolaklarinda yetersizlik

o Artis
- Glukoz (Biarnés M., ve ark. 2002; Liu K., ve ark. 2000)
- Serbest yag asitleri (Unger RH., 2002)
- Amilin (Zhang S., ve ark. 1999)
- Kalsiyum (Oyadomari S., ve ark., 2001; Zhou YP., ve ark. 1998)
o Azalig
- Hiicre dongiisii diizenleyicisi (siklin bagimli kinaz 4) (Rane SG., ve ark. 1999)
- Transkripsiyon faktorii (BETA/NeuroD, HNF-1a) (Wobser H., ve ark. 2002; Naya FJ., ve ark. 1997)
- Mitokondri fonksiyonu (mitokondriyal transkripsiyon faktorii A) (Silva JP., ve ark. 2000)
- ER stres degistirici (PERK) (Harding HP 2001)

Apoptozun Onemi; cesitli biyolojik olaylarda gereksiz, hasarli ya da
zararl hiicrelerin inflamatuvar yanit olmaksizin yok edilisini saglamasindan
ve organizmanin i¢ dengesinin devamliligina katkida bulunmasindan ileri
gelmektedir. Canli doku ortaminda hiicrelerin tek tek iz birakmaksizin
silindigi fizyolojik bir 6liim sekli olan apoptoz ilgi ¢ekici oldugu kadar
insanlardaki 6nemli patolojilerin tedavisi acisindan da umut verici bir
mekanizmadir (Tomatir, 2003). Son yillardaki caligmalar [ hiicrelerinde
Endoplazmik Retikulum (ER)’un apoptotik 6lim sinyallerinin iletilmesinde

onemli bir organel oldugunu gostermistir.

Diyabet hastalar1 i¢in risk faktori olarak ifade edilen ve insan
genomundaki yeri arastirilan transkripsiyon faktorii TCF7L2 (transcription
faktor 7-like 2) 2006 yilinda kesfedilmistir. Bu transkripsiyon faktoriiniin
proliferasyon, hiicre korunmasi ve insiilin sekresyonunu igceren [ hiicre

fonksiyonlarin1 diizenleyen ve endokrin pankreasin etkilerini gelistiren Wnt
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sinyal aginin en Onemli {iyesi olabilecegi 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 hiicre poliferasyonunu artirmakta, insiilin sekresyonunun kontroliinii

saglamaktadir (Cauchi ve Eroguel, 2008; Welters ve Kulkarni, 2008).

TCF7L2’nin iskelet kaslar1 disinda beta hiicreleri de dahil olmak iizere
bircok dokuda iiretilmekte oldugu ve obez diyabet hastalarinda sekresyonunun
azaldig1 ifade edilmektedir. Yine ayni c¢alismada beta hiicrelerinde aktif
TCF7L2 diizeylerinin degisiminin diyabetin ilerlemesine ve defektif insiilin

sekresyonuna neden olabilecegine deginilmektedir (Shu et al.,2008).

TCF7L2 faktorii, glukoz homeostasisine pro-glukagonun gen
ekspresyonu iizerinden, ince barsagin L hiicrelerinde ilgili genleri kodlayarak

ve GLP-1 sentezini saglayarak etki etmektedir (Shu et al., 2008).

TCF7L2, beta hiicrelerini glukozun ve stokinlerin neden oldugu
toksisiteye karst korumakta, bununla birlikte kaspaz 3 aktivitesini diisiirerek

apoptosis derecesini azaltmaktadir.

Bu etkilerinin bir kismini, GLP-1 araciligiyla aktiflesen PKA’nin -
katenini uyarmasina bagli olarak transkripsiyon faktorii FoxO1 aracilig ile
gerceklestirdigi ve boylelikle beta hiicrelerini  koruyarak poliferasyonu

sagladig bildirilmektedir (Welters ve Kulkarni, 2008).
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1.4. Endoplasmik Retikulum (ER) Stresi

ER oOkaryotik hiicrelerde salgi proteinlerinin sentez ve salgilanma
yolaginda ana organeldir. B hiicrelerinde ER’da insiilin basta olmak {izere,
plazma membran proteinleri ve lizozomal proteinlerin  sentezleri,
glikozilasyonlar1 ve ii¢ boyutlu yapiy1 kazanmalari i¢in “katlanmalar1” gerekir.
ER’daki katlanmalardan sorumlu proteinler, foldazlar (katlanmay1 katalizleyen
enzimler ve molekiiller) ve saperonlar (agregasyonu Onleyerek protein
katlanmasina yardimci olan proteinler) olmak iizere iki sinifta toplanirlar. Bazi

kosullarda bu islem mekanizmas1 bozulabilir (Ozturk, 2008).

Ornegin  oksijen, glukoz, pH, ATP ve kalsiyum iyon
konsantrasyonlarindaki degisiklikler yanlis katlanmis veya hi¢ katlanamamis
proteinlerin {iretilmesine neden olur. Bu proteinler de hiicrelerin yasamsal
fonksiyonlarin1 bozar; bu islem “proteotoksisite” ya da “ER stresi” olarak
adlandirilir. ER stresi cesitli kosullarda protein glikolizasyonunun bozulmasi,
disiilfit baglarin olusumunda azalma, ER liimeninde Ca™ azalmasi, ER’dan
Golgi’ye protein transportunun bozulmasi gibi nedenlerle ortaya c¢ikar.
Hiicreler, ER stresine karsi hiicresel bir korunma mekanizmasina sahiptir ve
dort farkli cevap yolag ile hiicre ER stresinden korunmaya (ER stresine

cevap) calisir (Ozturk, 2008).
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1.4.1. ER Stresine Cevap Yollar1

1.4.1.1. ER Stresinde Saperon Proteinlerin Transkripsiyonel Diizeyde

Uyarilmasi

ER’da protein katlanmalari, Bip/GRP78 ve GRP94 gibi ER saperon
proteinleri ve protein distilfid izomeraz (PD]) ile peptidil-prolil izomeraz gibi
enzimler tarafindan kolaylastirilir. Bu proteinler ER stresi ile uyarilirlar ve bu
uyarilma transkripsiyonel diizeyde kontrol edilir. ER stresi kosullarinda,
hiicreler ER’dan ¢ekirdege dogru, katlanmamis protein cevabi1 (UPR) olarak
bilinen hiicre i¢i sinyal yolunu aktive ederler. UPR’nin hedef genleri promoter
bolgelerinde ortak bir bolgeyi paylasirlar ki bu bolge ER stres cevap elementi
(ERSE) veya katlanmamis protein cevap elementi (UPRE) olarak bilinir. Son
zamanlarda, ATF6 (Yoshida et al.,1999) ve XBP-1’in (Yoshida et al., 2001)
memeli hiicre UPR’si i¢in transkripsiyon faktorleri 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 et al., 2000). ER stresi, ATF6’nin ER’dan golgiye tasinmasini uyarir
(Chen et al., 2002) ki; golgide ATF6 iki asamal1 bir isleme maruz kalir. Ilk
once ATF-6’'min ER liimeni kismi bolge-1 proteazla (S1P) ve sonra da
transmembran kismi bolge-2 proteazla etkilesime girer. Baglanan N-terminal
sitoplazmik u¢ (pSOATF6) cekirdege tranport edilir ve orada NF-Y ile birlikte
ERSE’ye baglanir; sonugta UPR hedef genleri uyarilir. XBP-1 ERSE’ye
baglanir. XBP-1 mRNA’s1 ER stresine cevap olarak u¢ uca baglanir ve bu
UPR hedef genlerinin uyarilmasinda yiliksek transkripsiyonel aktiviteye
sahiptir. XBP-1 mRNA’smin baglanmasi IRE1 aktivasyonuna ihtiya¢ duyar.
IRE1 ER’da lokalize olan tipl transmembran endoniikleazdir (Bertolotti et
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al.,2000). Stressiz kosullarda, ER saperon Bip IREa’nin ER liimeni bdlgesine
(domain) baglanir ve bu proteini inaktif formda tutar. ER stresi varliginda ise,
Bip katlanmamis proteinlere baglanir ve bdylece yarismali olarak IREa’dan
ayrilir, bu da oligomerizasyon ve trans-otofosforilasyonla IREa’nin aktive
olmasina neden olur (Bertolotti et al., 2000). XBP-1 mRNA’st ER stresi
sonucu ATF-6 aktivasyonu ile uyarilir. Ters olarak, ATF6 mRNA’s1 ER stresi
ile uyarilmaz. Bu nedenle, ER stresinin diisiik diizeyde ve erken doneminde
ATF6’nin; oysaki siddetli ve ge¢ fazinda hem ATF6’nin hem de XBP-1’in
aktive oldugu soylenebilir (Yoshida et al., 2001).

1.4.1.2. ER Stresinin Tranlasyonel Diizeyde Zayiflatilmasi

ER’da, yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi bozulunca mRNA
translasyonu zayiflatilir ve katlanmamis proteinlerin daha ileri diizeyde
tretimi baskilanir. Bu olay, elF2a’nin fosforilasyonu ile heniiz translasyon
asamasinin baglangicinda meydana gelir. EIF2a faktorii baglatict Met-
tRNA’nin ribozoma baglanmasina aracilik eder. EIF2a’nin alfa alt iinitesinin
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 et al., 1998). PERK
ER’de lokalize olmus, tip 1 transmembran serin/threonin kinazdir. IRE1a gibi,
PERK’in aktivasyonu da Bip’in ER liimeni domaininden ayrilmasi ile
tetiklenir ve bu oligomerizasyona ve trans-otofosforilasyona onciililk eder
(Bertolotti et al., 2000). IRE1 ve PERK’in liimen domainleri zayif bir
homoloji (yaklagik %20 benzerlik) gosterirler; buna ragmen ER stresine
duyarhilikta fonksiyonel olarak degiskenlik gosterebildikleri rapor edilmistir
(Bertolotti et al., 2000). PERK, translasyonel zayiflatmada esas etkili olan
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diizenleyicidir ki bu olay ER stresi sirasinda hiicrenin hayati devamliligi i¢in
esansiyeldir. PERK sinyal mekanizmasinin sonlandirilmast PERK-Bip
kompleksinin olusumu ve elF2a’nin GADD34 ile defosforilasyonu sonucu
gerceklesir (Novoa et al., 2001). GADD34, ER stresi sonrast gelisen
translasyonel baskilanmadan geri doniisii tesvik eden negatif feed back
dongiisii olarak rol oynayabilmektedir. Memeli hiicrelerinde 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’y1 baglayarak
protein sentezini baskiladigi da rapor edilmektedir (Iwawaki et al., 2001).
IREla pankreasta en baskin olanidir ve siirekli olarak eksprese edilirken,

IRE1p ise barsak epitel hiicrelerinde 6zel olarak sentezlenirler.

1.4.1.3. ER Stresinde Hatali Katlanan Proteinlerin Yikimlanmasi (ERAD)

ER stresinde hatali katlanan proteinler ER-kalite kontrol sistemi
tarafindan tespit edilirler ve ER’dan sitosole tasiarak yikimlanirlar. Bu islem
ER-aracili yikimlama (ERAD) olarak adlandirilir. Bu islemin ilk basamagi
hatali katlanmis proteinlerin taninmasidir. Hatali katlanan glikoproteinlerin
yikimlanmasi isleminde Man8-bagl lektin sinyal taniyici1 faktor olarak gérev
alir (Jakob et al., 1998). Islemin 2. basamag hatal1 katlanmis olan proteinlerin
yakalanmas1 ve katlanmalaridir. Kalneksin (CNX) ve kalretikulin (CRT), ER
direngli lektin-benzeri saperonlar hatali katlanmig ptoteinlere baglanirlar.
Uclincii asamada sitosole tasinma islemi gergeklestirilir. Sitosolde ubikutin-
konjuge enzimler hatali katlanmis proteinleri 26S proteozom vasitasiyle
yikimlamak tizere hedef alirlar. Hatali proteinlerin yikimlanmast islemi
protein ubikutinle reaksiyona girmesiyle gerceklesir. Bu asamada gorev alan

enzimler maya da identifiye edilmislerdir ancak insandaki homologlar1 heniiz
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bilinmemektedir. Maya hiicrelerinde yapilan son ¢alismalar, hatali katlanmis
proteinlerin ER’da etkili bir sekilde yikimlanmasinin UPR’yi gerektirdigini ve
ERAD sisteminde gorev alan birgok genin UPR ile uyarildigin1 géstermektedir
(Casagrande et al., 2000). Bu bulgular, ERAD sistemi kapasitesinin ER stresi

kosullarinda sinirli oldugunu, yeterli olmadigini ima etmektedir.

ER’nin protein katlama kapasitesi ile protein sentezine talep arasindaki
uyumsuzluk ER stresini uyarir. Sismanlik ve uzun siire siilfoniliireler ile tedavi
gibi kosullar altinda insiilin sekresyonuna ihtiya¢ artar. Bu da, bozulmus
insiilin sekresyonuna dogru giden asir1 yiiklenmis B hiicrelerine neden olabilir.
Bu kosullar altindaki [ hiicre fonksiyonunun bozulmasit “pankreatik 3
hiicresinin  tiikenmesi” olarak tanimlanmaktadir. [ hiicrelerine asir
yuklenilerek kronik ER stresi uyarilir, béylece hiicre fonksiyon bozuklugu ve

apoptoz yolu ile beta hiicre kitlesinde 6nemli bir azalma ortaya ¢ikar.

Translational attenuation | % f
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Unfolded proteins
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Mucleus

Transcriptional activation
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Sekil 1.4 ER Stres Cevaplari ( Rajan et al., 2007)
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1.4.1.4. ER Stresinde Apoptozisin Uyarilmasi

Son yillardaki ¢alismalar beta hiicrelerindeki ER stresinin hem Tip 1
hem de Tip 2 diyabetin gelisiminde etkili oldugunu gdstermektedir. 8 hiicreleri
yogun olarak insiilin sentezlemesi ve salgilamasi nedeniyle siklikla ER
stresine maruz kalan hiicrelerdir. ER stresi ile iliskili apoptozun gelisiminde 3

ayr1 yolak tespit edilmistir.

Transkripsiyonel uyar1 yolagi: Birincisi, transkripsiyon faktor ailesinin
tiyesi olan CHOP/GADDI153 geninin transkripsiyonel diizeyde uyarilmasidir.
CHOP, fizyolojik kosullarda ya sentezlenmez ya da diislik diizeyde sentez
edilir. Fakat ER stresine cevap olarak, transkripsiyon diizeyinde giiclii bir
sekilde uyarilir (Wang et al., 1996). CHOP’un asir1 uyarilmasi biiyiimede
duraklamaya ve apoptozise neden olur (Barone et al., 1994). CHOP geninden
yoksun fareler normal bir gelisim ve fertilite gosterirlerken; ER stresine
cevapta apoptozis olusumunda azalma sergilerler (Zinszner et al., 1998). Bu
nedenle, CHOP ER stres aracili apoptozisin uyarilmasinda onemli bir rol
tistlenir. UPR cevabinda ER saperonlar1 gibi CHOP geninin transkripsiyonu
hem IRE1 yolu (Wang et al., 1998) hem de ATF6 yolu (Yoshida et al., 2000)
ile uyarilir. ilave olarak, CHOP ayrica PERK yolaginda transkripsiyon faktorii
ATF4’iin tranlasyonel indiiksiyonu ile de uyarilir (Harding et al., 2000). ATF4
bircok hiicre tipinde yiiksek diizeyde eksprese edilir fakat ER stresi ya da
amino asit azalmasi sirasinda elF2a fosforile olmadan etkili bir sekilde
translasyonu gerceklesemez. CHOP ayrica posttranslasyonel diizeyde de
regiile edilir. CHOP’un Ser78 ve Ser81. pozisyonlarda p38 MAP kinaz

tarafindan fosforilasyonu, transkripsiyonel aktivitesini artirir (Wang et al.,
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1996). CHOP, ER stresi ile genlerin uyarilmasina aracilik edebilir. Stresle
uyarilan karbonik anhidraz VI'nin hiicre proton konsantrasyonunu artirarak ve
hiicre i¢i pH’1 diisiirerek apoptozisi destekledigi ifade edilmektedir (Sok et al.,
1996). Bunun nedeni proapoptotik regiilator Bax’in diisiik pH’da yiiksek
aktivite gostermesidir (Antonsson et al., 1997). CHOP’un Bcl-2 proteini
baskiladigr ve reaktif oksijen tilirlerinin {iretimini artirdigi bildirilmistir

(Nakagawa et al., 2000).

c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) yolagi: ER stresinde ikinci apoptotik yol
cJUN NH,-terminal kinazin (JNK) aktivasyonu yoludur. JNK’lar gen
ekspresyonunu diizenleyen ve stres durumunda apoptozis ile hayatta kalma
arasinda verilecek karara katilan sinyal ileti proteinlerinin bir ailesidir. ER
strest JNK’lar1 IREla ve IRE1p iizerinden aktive eder. JNK aktivasyonunun
ve p38 yolunun devamlilifi apoptozis sinyal diizenleyici kinaz (ASK1)’in
aktivasyonunu gerektirir ki; bu, hiicreyi apoptoza gotiiriir (Tobiume et al.,

2001).

Kaspaz-12 aktiflesmesiyle: Uciincii yol ise kaspaz 12’nin aktivasyonudur.
Kaspaz 12, ER membranin sitosolik tarafinda lokalize olmustur ve ER stresi
ile aktive edilir. Oliim reseptdrleri ya da mitokondri aracili apoptotik
sinyallerle aktive oldugu belirgin degildir. Kaspaz 12 noksan fareler ER stres
aracilt apoptozise direng gostermektedirler. Kazpaz 12’nin m-kalpain
(Nakagawa et al., 2000), IRE1a/TRAF2 (Yoneda et al., 2001) ve kaspaz 7
(Rao et al.,, 2001) tarafindan aktive edildigi rapor edilmistir. m-kalpain
sitosolik Ca tarafindan aktive edilen notral sistein endopeptidazdir. Aktive m-
kalpain sirasiyla prokaspaz 12 ve Bcl-xL’nin yakalanmasindan, kaspaz 12’nin
aktivasyonu ve Bcl-xL’nin inaktivasyonundan sorumludur (Rao et al., 2001).

Sitosolik Ca artis1 kaspaz 12’yi m-kalpain vasitasiyla aktive edebilmesine
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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 et al., 1998). Kaspaz-7 kaspazl2 ile
etkilesime girer ve onun Onciil domainine baglanarak onu aktif hale getirir.
Bununla birlikte, kaspaz-7’nin ER’ye transferi sadece ER stresi ile degil ayni
zamanda Fas tarafindan da uyarilir (Chandler et al., 1998). Buradan hareketle,
kaspaz-7’nin, ER stresine cevapta sinyalleri iletecek diger adaptor molekiilere

ithtiyaci oldugu sdylenebilir.
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Sekil 1.5 ER Stres Sinyal Yolaklar1 (RAJAN et al., 2007).

ER stres ileti proteinlerinden IREla ve PERK’in adacik B hiicrelerinde
yuksek oranda sentezlendigi gosterilmistir. Bu da B hiicrelerinde proteinlerin
dogru katlanmalarinin siki bir kontrol altinda oldugunun gdstergesidir. Hatali
protein katlanmalar1 sonucunda beta hiicrelerinin ER stresine cevap yolaklarini

kullandig1 ve bazi kosullarda da hiicrenin apoptoza gittigi ve bunun sonucu
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beta hiicre kayiplari ile diyabetin ortaya c¢iktigini gosteren ¢ok sayida calisma

vardir.

1.4.2. Endoplasmik Retikulum (ER) Saperon Proteinleri

BiP (Binding Protein)/Glucose Regulated Protein (GRP) 78 in ER
saperonu oldugu bilinmektedir ve Isi-Sok Protein (Heat Shock Protein) HSP
70 ailesine mensuptur. BiP katlanmamuis proteinlerin hidrofobik bolgelerindeki
baglari, kendi substrat baglanma bolgesi yolunu kullanarak ATP’nin hidrolizi
ile konformasyonel degisiklikleri uyarir (Yoshida, 2007).

Oksijen regiile edici protein (ORP)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 gorev
almaktadir. ER dnal (ERdj), ERdj3/human ER asociated dnal (HEDJ), ERdj4,
ERdj5, SEC63, ve p58IPK HSP40 ailesine bensup ER saperonlaridirlar.
BiP’in ATPaz aktivitesinin regulasyonundan sorumlu saperonlardir. BiP
iligkili Protein (BAP) niikleotid degisimini artirarak BiP’in gérevlerini 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

gorevlidir (Yoshida, 2007).

Kalneksin ve kalretikiilin glikoprotein katlanmalarina yol agan spesifik
ER saperon proteinleridir. iki glikoz art1i§1 ne zaman glikozidaz 1 ve II
tarafindan koparilir ve sadece bir glukoz rezidiiesi kalirsa kalneksin ve

kalretikiilin alict proteini katlar. Son glukoz artig1 glikozidaz II tarafindan
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kirpildigi zaman, kalneksin ve kalretikiilin alici proteini birakir ve UDP
glikoz-glikoprotein-glikoziltransferaz’a baglanir. Eger protein sorunsuz bir
sekilde katlanirsa protein enzimden birakilir ve golgi aparatina taginir. Eger
protein katlanmazsa UDP glukoz-glikoprotein glikoziltransferaz bir glukoz
artifin1 baglar ve kalneksin ve kalretikiiline geri doner. Bu katlanma siirecinin
ad1 kalneksin siklusudur. Kalneksin ve kalretikiilin sirasiyla transmembran ve
luminal proteinler olmalarina karsin benzer molekiiler yap1 ve formlar

paylasirlar (Deprez et al., 2005).

~

MaraGlcMAcz-foided protein

CNX/CRT
glucosidase Il

GleaManaGleNAc2-unfolded protein Glet ManaGlchAc2-unfoldad protain ManaGlcMAcz-unfolded protain ]
l mannosidase |

, - |

k GleManaGlchAc2-unfolded protein MangaGlchiAce-unfolded protein ManaGlchAc2-folded P“’J

| » ERAD = | Golgi apparatus

Sekil 1. 6 Glikoproteinin Katlanmasi ve Katlanmayan Glikoproteinlerin Degradasyonu (YOSHIDA, 2007).

1.4.3. Tip 2 Diyabet ve ER Stres Aracili -hiicre Apoptozisi

Diyabet hastaliginin en yaygmn formu tip 2 diyabettir ve genelde
eriskinlerde obezite ile iliskili olarak ortaya c¢ikar. Hastalik insiilin

sekresyonunda (B-hiicre fonksiyon yetersizligi) ve insiiline duyarlilikta azalma
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(insiilin direnci) durumlarinin kombinasyonu ile karakterizedir. Normal beta
hiicre fonksiyonuna sahip bireyler, obezite gibi kosullarda insiilin sentezini
artirarak insiilin direncine adapte olabilirler. Insiilin direncini kirmak amaciyla
artan ihtiyaca cevap vermek lizere siirekli insiilin sentezi beta hiicrelerinde
ilerleyen bir yetmezlige ve sonunda hiperglisemiye neden olur. Obez
insanlarin  yaklasik %10-15’inde diyabet gelismektedir (DeFronzo ve
Ferrannini, 1991). Bu ylizden, tip 2 diyabetin patogenezinde beta hiicre
fonksiyon bozuklugu kilit faktordiir. Insiilin sekresyonundaki yetersizlige ilave
olarak, beta hiicre kiitlesindeki azalma da fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir.
Aslinda ¢ok sayida calisma, tip 2 diyabetik hastalarda muhtemelen -
hiicrelerinin apoptotik Oliimiinden kaynakli [B-hiicre kiitlesinde azalma

oldugunu gostermektedir (Stefan et al., 1982).

Insiilinin asir1 sekresyonu, diyabet 6ncesi evrede ya da tip 2 diyabetin
erken diyabetik fazinda siklikla goriiliir. Insiilin direnci ve uzun siireli
stilfoniliire tedavisi sonucu insiilin sekresyonuna duyulan ihtiyacin artmasi 3-
hiicrelerinde asir1 yliklenmeye ve sonucta insiilin sekresyonunda azalmaya
neden olabilir. Siilfoniliire grubu ilaglar oral hipoglisemik ajanlardir ve B-
hiicrelerini insiilin sekresyonu yapmak {iizere uyarirlar. Bu kosullar altinda
gelisen B-hiicre fonksiyon bozuklugu “pankreatik B-hiicre yogunlugu” olarak
ifade edilir. Iliskili mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. ER stresine
duyarlilik hiicreden hiicreye farklilik gdsterir. B-hiicreleri belkide ER stresine
en duyarl hiicrelerdir. ER stresini ileten (diizenleyen) proteinler olan Irela ve
PERK pankreatik B-hiicrelerinde yiliksek oranda sentezlenirler. Bu
muhtemelen B-hiicrelerinin yiiksek diizeyde protein sentezi ile donatilmig
olmasi ile iligkilidir. ER stres iletici bu proteinlerin yiiksek diizeyde sentez
edilmeleri, B-hiicrelerinde sentezlenen proteinlerin siki bir sekilde kalite
kontrollerinin yapilabilmesi i¢in gerekli olabilir. Daha 6nce de belirtildigi gibi,

ER’daki protein trafigindeki aksaklik hiicrenin 6liimiine neden olabilir. B-
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hiicreleri ER stres aracili apoptozise yliksek derecede duyarlidirlar. Spontan
olarak hiperglisemi tablosu gosteren mutant Akita farelerinde insiilitis ya da
obezite olmadan [B-hiicre kiitlesinde azalma gelisir (Yoshioka et al., 1997).
Devamli olarak gergeklesen hiperglisemi tablosuna CHOP un uyarilmasi ve -
hiicre apoptozisinin eslik ettigi rapor edilmistir (Oyadomari et al., 2002).
Siirekli hiperglisemi gosteren Akita farelerinde diyabet gelismesi durumunda,
ER saperon Bip ve ER stres iligkili apoptozis faktérii CHOP’un mRNA
sentezleri pankreasda uyarilir. Mutant insiilinin asir1 eksprese edildigi fare
MING6 B-hiicrelerinde CHOP ekspresyonu uyarilir ve apoptozis gelisir.
Bununla birlikte CHOP geni susturulmus olan homozigot Akita farelerinde,
diyabetin olusumu engellenememektedir. Bu nedenle, CHOP’un disinda JNK

ve kaspaz-12 gibi diger yollarin da apoptoziste etkili olabilecegi sdylenebilir.

Son yapilan c¢alismalar, PERK’den yoksun fareler ve elF2-a
fosforilasyon bolgesinde mutasyon olusturulan farelerde, B-hiicrelerinin ER
stresine daha duyarli olduklarini gostermistir (Harding et al., 2001). PERK
noksan fareler yasamlarinin 4. haftasinda belirgin bir hiperglisemi gdosterirler
ve dogum sonrast donemde [-hiicrelerinde artan bir apoptozis oranina
sahiptirler. Bu farelerin pankreas langerhans adaciklarinin elekltron mikroskop
goriintiilerine bakildiginda beta hiicrelerinin endoplazmik retikulumlarinin
genigledigi, sekretor graniillerin biiyiikliiglinde ve sayisinda azalma oldugu
gorlilmiistiir. Benzer degisiklikler Akita farelerin adaciklarinda da goriilmiistiir
(Wang et al., 1999). PERK yolagi, fizyolojik kosullarda yeni protein
sentezinin ER katlama kapasitesini agsmamasi yoniinde bir sigorta ya da
garantor gorevi goriir. B-hiicreleri translasyonel zayiflatmanin yokluguna
oldukca duyarli hiicrelerdir ki bunun devaminda apoptozisle sonuglanan bir
ER stresina maruz kalirlar. Oysaki diger hiicreler bu kosullara kolaylikla
adapte olabilme yetenegine sahiptirler. Bu nedenledir ki; PERK yolag B-

hiicrelerinde protein sentezinin fizyolojik yiikiinde esansiyel bir yoldur.
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Tim bu bilgilerden hareketle, B-hiicrelerinde ER diyabetin gelisimini
modifiye edebilme potansiyeli tasimaktadir. Protein sentezine duyulan ihtiyag
ile ER’un protein katlama kapasitesi arasindaki dengesizlik ER stresini
tetikleyebilir. Tip2 diyabette, ER’da diisiik diizeyde ve uzun siireli olarak
devam eden protein yanlis katlanmalarimin f-hiicre kayiplarina neden
olabilecegi sOylenebilir. B-hiicrelerine asir1 yliklenilmesi kronik ER stresine
neden olabilir. B-hiicrelerinde ER stresi aracili apoptozis lizerine yapilacak
calismalar diyabetin patogenezinde yeni mekanizmalarin aydinlatilmasina ve

tedavi hedeflerinin iyi belirlenmesine 151k tutacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Hiicre Kiilturi

Hiicrelerin homojen populasyonlarindan olusmasi nedeniyle hiicre
kiiltiirleri glinlimiiz fen ve saglik bilimleri arastirmalarinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Pankreas beta hiicreleri ile ilgili in vitro ¢alismalarda degisik
mutant hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bunlar arasinda MIN6 (fare), INS-1
(rat), HIT-T15 (hamster), BRIN-BD11 (rat) gibi beta hiicre hatlar1 sayilabilir.
Bu calismada rat INS-1 beta hiicre kiiltiirii kullanilmistir. Bu hiicreler klonal
insiilin lireten insiilinoma hiicreleridir ve yliksek glukoza hassastirlar. Hiicre
kiiltiiri  flasklarinda siispansiyon ortaminda hiicrelerin  biiyiitiilmesi ve

cogaltilmas1 basamaklar1 asagida verilmistir.

2.1.1.Hiicre Pasaji

Hiicreler %10 (v/v) oraninda 1s1 ile inaktif edilmis fotal buzagi serumu
(FCS) ve 5 mM glutamin, 100 pu/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 1 mM
sodyum piruvat, 50 mikroM 2-merkaptoetanol ve 10 mM HEPES igeren
RPMI 1640 besi yerinde 37°C, %5 CO, ve %95 hava iceren bir atmosferde
inkiibe edildi. Hiicreleri cogaltmak amaciyla yaklasik cm karede 4x10* hiicre
yogunlugu olacak sekilde 75 cm®lik flasklara 3x10° hiicre 20 ml besiyeri
iceren kiiltiir kabina (150-mm flask) konarak 4-5 giin siireyle inkiibasyona
birakildi. Siispansiyon steril kapakli tiiplere aktarilarak 400xg ve 25°C’de 5

dakika santrifiij edilerek hiicre tortusu elde edildi. Pelet {izerine tiip hacminin
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yaklasik 1/3’1 kadar taze besiyeri sivisi konarak pipet ile karistirildi ve
buradan alind1 20ul hiicre siispansiyonu ile 90 pl tampon (1xPBS + %1 FCS)
ve 100 pl tripan mavisi ependorf icinde karistirildi. Mikroskopik incelemede
karisimda beyaz renkte canli hiicreler ile mavi renkte Olii hiicrelerin

mililitredeki sayis1 hemositometre lizerinde belirlendi.

2.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde ER Stres Modelinin Olusturulmasi

Flasklar igerisinde ¢ogaltilan hiicreler 1-2 dakika siireyle tripsin (1ml
%0.25) ile muamele edilerek hiicrelerin flask tabanindan serbest kalmasi
saglandi. Serbest birakilan hiicre topluluklar1 pipet ile toplanarak kapakli tiip
icinde yukarida belirtildigi gibi santrifiij sonras1t RPMI ile yikandiktan sonra
hiicre sayimi yapilarak ER stresi olusturmak icin 8x10°/ml hiicre olacak
sekilde flasklara dagitildi. Komple medyumda ve 37°C, %5 CO, ortamda bir
gece inkiibasyonun ardindan PBS ile bir kez yikanmasinin ardindan ¢alisma

icin kullanildi.

Hiicreler ER stresi olusturmak icin 10® mol/l thapsigargin (DMSO

icinde) ile 18 saat siireyle muamele edildi.
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2.2. Insiilin Sekresyon Olc¢iimii

Hiicreler glukoz icermeyen Krebs-Ringer bikarbonat HEPES (KRBH)
tamponu (135 mM NaCl, 3,6 mM MgCl,, 1,5 mM CaCl, ve 10 mMHEPES,
ph7.4 BSA (0,1%) 2 kez yikandiktan sonra 37 °C de 30 dk siireyle ayni
mediumda inkiibe edilir. Bu islem bir kere daha tekrarlamir. inkubasyon
pleytin buz iizerine konmasi ile durdurulur. Siipernatant sekrete edilen insiilin
diizeyinin Ol¢limii i¢in toplanir. Hiicreler asit-etanol ile hiicresel insiilin
Ol¢timii oncesinde ekstrakte edilir. Sekrete edilen insiilin ve hiicresel insiilin
Olciimleri spesifik ELISA kiti (Millipore, Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat.
EZRMI-13K) kullanilarak fotometrik yontemle yapildi.

2.3. Protein Olciimleri

Inkiibasyonlar sonrasi hiicreleri yapisnmis oldugu flask zemininden
kaldirmak i¢in flasklara tripsin (1ml %0.25) eklenerek ¢ok kisa siire sonra
hafif ¢irpma hareketleri ile hiicreler serbest birakidi. Siispansiyonlar pipet
araciligi ile toplanarak kapakl tiipler igerisinde 25°C, 400 xg devirde 5 dakika
sireyle santrifiij edilerek pelet elde edilecektir. Hiicre peleti PBS ile
yikandiktan sonra (tekrar santrifiiij) lizerine hiicre lizis tamponu konacaktir.
Lizis tampon su karisimdan olusturuldu: %1 Triton X-100 (v/v), 50mM
HEPES buffer pH 7.2, 10mM EDTA, 100mM NaH,PO,,2H,0, %8 oraninda
proteaz inhibitdr kokteyli (aprotinin, PMSF, leupeptin, NaF). Deterjanda
coziinmeyen proteinler 12 000 xg, 4°C’de 10 dakika siireyle santrifiij ile

uzaklastirilarak supernatant elde edildi. Supernatanlarin igerdigi protein
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diizeyleri standart olarak sigir serum albumini kullanarak Bradford metodu ile

yapildi.

Calismalarda gruplarda ayni pasajdan elde edilen hiicreler kullanildi,
arastirmanin her asamasinda sterilizasyona azami Ozen gosterilmistir. Her
deney 3 tekrardan olusacak ve elde edilecek ortalama degerler SPSS istatistik
programinda One-Way ANOV A kullanilarak degerlendirildi.

2.4. RNA Izolasyonu ve Real Time QRT-PCR ile mRNA Ekspresyon

Analizleri

Reverz Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
yontemi yapilacak transkripsiyon analizlerinde kullanilacak total RNA hazir
ticari kit kullanarak hazirlandi. Kontroller ve her bir gruptan inkiibasyon sonu
almacak 1x10 sayida hiicre iizerine 1ml RNA izolasyon kiti konulacak ve
kilavuzunda belirtildigi gibi yaklasik 2 saatlik siire sonunda total RNA
hazirlanarak miktar1 ve saflig1 spektrofotometrede (OD 260nm ve 280nm’de)
belirlendi. RNA/DNA orani 1.7 ve lizeri olanlar ¢alismada kullanildi. Ayrica
her bir izolattan 2.5ug aliarak %]1°lik agarozda yiiriitiilerek total RNA’nin

varlig1 UV lamba altinda gbzlemlendi.

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak {izere her bir 6rnege ait
RNA’dan 1pg alinarak once reverz transkriptaz (RT) ile komplementari DNA
(cDNA) sentezi yapildi. Daha sonra her bir 6rnege ait cDNA’den 1ul alinarak

tizerine SYBR green master mix ve bir ¢ift primer (oligoniikleotid) eklendi.
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Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup literatiirde daha 6nce
belirtilen baz dizgelerinin sentezi yaptirilarak elde edilecek ve reaksiyonda
yaklasik 100ng diizeyinde kullanildi. Denatiirasyon, primer yapismasi ve
zincir uzatma olmak iizere {i¢ basamaktan olusan amplifikasyon isleminden
sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerlerinden
hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2°

A metodu ile hesapland: (Pfaffl, 2001). Bu hesaplamada;

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

formiilii uygulanarak; hesaplanan deger her bir gen igin 2**“" formiiliinde
yerine konularak mRNA ekspresyon diizeyi misli olarak azalma ya da artis
seklinde belirlendi. Endojen kontrol olarak beta aktin geni kullanilacak ve her
bir Ornege ait beta aktin gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon
diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi. PCR c¢alismalarinda her
gruptan 5 ornek rastgele secilecek ve bunlarin 3 tekrar1 yapilarak ortalamalari

alinda.

Real Time PCR sisteminde sybr green boyasi ¢ift iplikcikli DNA
parcasina baglanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu
1s1ma sistemin lazer dedektorii tarafindan alinarak, bilgisayar ortaminda grafik
formatima ¢evrildi. Olgiilen floresans siddeti PCR f{iriiniiniin miktar1 ile dogru

orantilidir.

PCR caligmalari ile ekspresyon diizeyi belirlenmis olan genler:

e Beta hiicre proliferasyonundan sorumlu olan FoxO1, PDX-1, B-katenin,
Wnt ve TCF7L2;
e Oliim habercileri olan NFgB, TNF-a, IL1-B, IFN-y; apoptosisle ilgili
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olan kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz 12, JNK, Bcl-2 ve Bcl-xL;
e ER stresi markerlar1 GRP-78, CHOP, ATF-4, ATF-6 ve PERK

Gen Primer Dizisi PCR Program Dongii

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

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

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

Kaspaz-8 F-5TGAAGGAGCTGCTTTTCCAT'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 dk 40
R-5'"CCCAGCCTCCGTTATTCTGGA'3

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

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

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

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

GRP78 F-5CTGGGTACATTTGATCTGACTGG'3 95°-30 8/58°-30 5/72°-45 s 30
R-5'"GCATCCTGGTGGCTTTCCAGCCATTC'3

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

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

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

PERK F-5'AGGAGTCTGAAACTCAGTGCCA'3 95°-30 8/58°-1 dk/72°-1 dk 35
R-5'GCTCCCTGTTTGGGAGACGGA'3

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

Bcl-xL F-5GAACTCTTTCGGGATGGGGTA'3 95°-30 8/58°-1 dk/72°-1 dk 35

R-5"CAGAACTACACCAGCCACAGTC'3
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Wnt-4 F-5"GCCACGCACTAAAGGAGAAG'3 94°-1 dk/61°-1 dk/72°-1 dk 40
R-5"GGCCTTAGACGTCTTGTTGC'3
F-5'GCCTCTCATCACGTACAGCA'3 95°-30 sn/58°-1 dk/72°-1 dk 35

e R-5"GGATGGGGGATTTGTCCTAC'3
F-5"ATCTGGAGGAACTGGCAAAAGGACG'3 40

IFN-y 93°-1 dk/55°-1 dk/72°-1 dk
R-5"CCTTAGGCTAGATTCTGGTGACAGC'3

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

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

P-Katenin R-5"GTGGTCCACAGGAGCTTCTCG'3

B-Aktin F-5"CATCGTCACCAACTGGGACGAC'3 93015 §/55°.30 /68°1 dk 30
R-5"CGTGGCCATCTCTTGCTCGAAG'3

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

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

R-5"CCTCTTCCAAGGCAGTACCGA’3

Tablo 2.1 Oligoniikleotid Primer Dizileri ve PCR Programlari.

2.5. Apoptozis Belirleme Calismalar:

Apoptoz, antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge
tarafindan diizenlenir. Bcl-2 gen ailesi proteinleri (bcl-2, bel-xL, bax, bak,
bad) apoptozun diizenlenmesinde belirleyici bir role sahiptir (Rossen et
al.,1998; Delehedde et al., 1999; Tilli, 2002). Gelisim ve diferansiyasyon
boyunca canliligin diizenlenmesinde fonksiyon goriirler. Normalde f&tal ve
adult dokuda eksprese edilen bcl-2, hiicre proliferasyonuna neden olmadan
hiicrenin canliligmmi saglayan apoptoz inhibitoriidiir (Ramdial, 2000).
Overekspresyonu radyasyon, UV, p53, kemoterapotik ilaglar gibi degisik
stimuluslar tarafindan baslatilan hiicre o6liimiinii engeller ya da belirgin
bigcimde azaltir (Cho et al., 2001; Tilli et al., 2002). Bunu genel apoptoz

yolunu kapatarak yapar. Bax protein (bcl-2-associated x protein) ise bel-2 ile
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yuksek derecede yapisal benzerlik gostermesine ragmen proapoptotik aktivite
gosterir(Tilli et al., 2002). Bax overekspresyonu homodimerizasyon ile
sonuglanir ve bcl-2 protein ile heterodimer formu olusturarak onu inaktive
eder. Boylece bcl-2 fonksiyonu engellendiginden apoptoz indiiksiyonu baslar
(Cho et al., 2001; Tilli et al., 2002). Normal epidermiste bcl-2 bazal hiicre
tabakasinda ve matiir kil follikiilinde eksprese edilirken, bax protein
cogunlukla suprabazal hiicrelerde eksprese edilmektedir (Delehedde et al.,
1999; Tilli et al., 2002).

Bu baglamda apoptosis belirleme caligmalarinda ; hiicre kiiltiirii
lizatlarindan; proapoptotik olarak bax ve p53 gen ekspresyonu, antiapoptotik

olarak ise Bcl-2 ve p35 gen ekspresyonu analizi yapilmistir.

2.5.1. TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) Assay

Hiicreler immunohistokimyasal boyamada oldugu gibi fibronektin
kapli lameller iizerine ekilecek ve %4 paraformaldehit ile oda sicakliginda 15
dk tespit edildi. Tespitten sonra PBS ile yikanacak ve permeabilizasyon i¢in
%0.1 triton X-100 ile hiicreler 2 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Bundan
sonraki asama in situ cell Death detection kit POD (Roche)’in onerdigi

protokole gore yapildi. Boyama sonrast % olarak apoptotik indeks belirlendi.

2.6. COMET Assay Analizi

Yukarida belirtilen apoptozis belirleme yontemlerini desteklemek adina
DNA hasar tespitinde kullanilan Comet Assay’den faydalanilmistir

(Choucroun et al., 2001). Fas antijeni eksprese eden Jurkat hiicreleri ile
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yaptiklar1 caligmada; Fas antikorlari ile uyarilmis apoptozisin olabilidigince
erken donemde comet goriintiileri kullanilarak tespit edilebilecegini ve comet
gorilintiilerinin  apoptotik risk mevcut oldugu durumlarda genotoksisite

indikatorii olarak kullanilamayacagini gostermislerdir.

INS-1E  (832/13) hiicre Kkiiltiirii i1zolatlarindan medium hizla
uzaklastirildiktan sonra soguk PBS tamponu ile siispanse edildi. Yine aym
tamponda hiicreler 2100 rpm’ de 10 dakika ve 0-C de santriifiij edilerek iki
kez yikandi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra PBS tamponu ile PBS ile

mm’te 10° hiicre olacak sekilde siispanse edildi.

a. Slaytlarin hazirlanmasi: PBS icerisinde hazirlanan %1°lik normal
kaynama dereceli agaroz (NMA) jel soliisyonundan 80-100 pl alinarak lam
tizerine damlatildiktan sonra lamin yiizeyine agaroruzun yayilmasi saglandi.
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 diistik kaynama dereceli agaroz (LMA) ile karistirilarak (37 °C), hizli
bir sekilde, daha once hazirlanmis lamin (birinci agaroz tabakali) lizerine
damlatilip bir lamel kapatilarak yayildi. Lamlar buz kasetleri veya buzlu yiizey
tizerine konarak 5 dk siire ile bekletilip slaytin donmasi saglandi ve lamel
uzaklastirilip son olarak da 75 pul LMA (%0.5) agaroz soliisyonu 3. tabakay1
olusturacak sekilde 2. tabakanin iizerine ince bir kat halinde tabakalandirilarak

slaytin hazirlanmasi tamamlanmis oldu.

b. Lizis: Hiicre ve cekirdek zarmmi lize edip DNA sarmallarinin agaroz
icerisinde serbest kalmasini saglamak amaciyla, slaytlar buz soguklugunda

tutulan lizis soliisyonu (2.5M NaCl, 100mM Na,EDTA, 10mM Trizma, , 10%
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DMSO, and 1% Triton X-100, pH 10) igerisine konuldu ve 1 gece, karanlikta,
4°C’de (buzdolabinda) bekletildi.

c. DNA sarmalimin ¢o6ziilmesi ve elektroforez: Elektroforez islemi dncesinde
DNA zincirinin ayrilmast icin slaytlar alkali elektroforez tamponunda
(300mM NaOH ve ImM 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 yapildi.

d. Notralizasyon ve boyama islemleri: Elektroforezde yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra, alkali tampon ¢o6zeltisinin slaytlardan uzaklastirilmasi
icin slaytlarin her biri 5 ml 0.4 M Tris HCI (pH 7.5) ile 3 dk yikand1 ve bu
islem 3 kez tekrarlandi. Notralizasyon tamamlandiktan sonra slaytlar 20
ng/ml’lik 50 pl ethidium bromide ile boyandi ve 4 saat i¢inde degerlendirme
yapild.

e. Degerlendirme: Ethidium bromide ile boyanan slaytlardan floresan
mikroskop 1ile elde edilen DNA goriintiileri degerlendirildi. Degerlendirme
islemi gorsel skorlama seklinde yar1 kantitatif olarak yapildi. Kenarlar1 daha
az yogun olmak {lizere ortasi parlak bir 151k goriintiisiinlin tespiti hasarsiz
hiicrelerin varligi anlamina gelmektedir. Bu goriiniim non-migration (go¢ yok)
olarak degerlendirildi. Eger DNA hasar1 olusmus ise fragmentlerin ya da
zincir kirilmalarinin miktarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagl olarak
diizensiz kenarli bir goriiniim elde edilmektedir. Hasarin siddetine gore
merkezden kenara dogru uzama olmaktadir. Bu goriiniime strech ya da low

migration denir. Hasar arttikca hiicreler kuyruklu yildiz (Comet, high
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migration) seklini alir. Son asama ise apoptozistir. Olusan hasarin derecesine
gore DNA goriintlileri puanlandirildi. Hasar bulunmayan DNA’lar 0, hasar
olan DNA’lar hasarin derecesine gore 1’den 4’e kadar puanlandirildi (Sekil

2.1.) ve sonuglar arbitrary unit (AU) olarak degerlendirildi.

Sekil 2.1. Comet Assay’de Gorsel Skorlama (COLLINS et al., 1995).

2.7. MTT Hiicre Viabilite Ol¢iim Testi

MTT hiicre viabilite testi ile INS-1E hiicrelerindeki 6liim oranini tespit
ederek, apoptozun yukaridaki yontemlerle belirlenmesinin desteklenmesi
amaclanmistir. Akalin ve Incesu (2005), CO25 hiicrelerinde yaptiklari
caligmada, MTT ve akridin oranje yontemleri kullanilarak apoptotik orani

belirlemislerdir.
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4

2x10 hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan,
100 pl 96 kuyulu hiicre kiiltiirii tabakalarinin her kuyucuguna aktarildi ve ayni
zamanda hiicrelere 0,0002-0,001-0,002-0,01-0,02-0,1 mg/ml

konsantrasyonlarinda bilesenler eklenerek 37°C’de inkiibe edildi. 24 ve 48 saat
inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 20 ul MTT boyast (5 mg/ml)

ilave edildi ve hiicreler 37 'C’ de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siire sonunda
hiicrelerden MTT boyasi uzaklastirilmis ve her bir kuyuya 200 pl DMSO
eklenerek 10 dakika inkiibe edilmislerdir. Renk degisimi, ELISA plaka
okuyucusunda 540 nm dalga boyu ile belirlendi. Bilesen ile muamele
edilmeyen kontrol hiicre canliligit % 100 olarak kabul edildi, deney
hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edildi (DENIZOT ve LANG,
1986).

2.8. istatiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen sonuglar SPSS 9.05 (1999) istatistik paket
programinda tek yonlii ANOVA testi uygulanarak yapildi; istatistiksel fark
bulunan sonuglara Duncan testi uygulanip, veriler ortalama + standart sapma

olarak verildi.
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3. BULGULAR

3.1. Insiilin Degerleri

Thapsigargin grubunda (ER stres grubu) kontrol grubuna nazaran hem
hiicre ici insililin hem de sekrete insiilin 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 gore hiicre i¢i ve dis1 insiilin konsantrasyonlarinda
(instilin sentez ve salmiminda) istatistiki olarak anlamli olacak sekilde

LMP1(0,1) grubu hari¢ diisiisler tesbit edilmistir.

INSULIN KONSANTRASYONU

GRUP Hiicre ici Insiilin Sekrete Insiilin
(ng/ug protein) (ng/ml)
THAPS 0,314+0,0787° 0,313+0,106°
DMSO 0,027+0,013" 1,245+0,215°
KONTROL 0,073+0,017*° 0,026+0,004
LMP1(0,1) 0,58+0,164° 1,293+0,176°
EBNA1(0,1) 0,108+0,012° 0,407+0,072°
LMP1(0,5) 0,042+0,009™° 0,152+0,046"
EBNAI(0,5) 0,085+0,016*° 0,353+0,079°
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LMP1(0,1)+THAPS 0,016+0,003* 0,021+0,004"

EBNAI(0,1)*THAPS 0,031%0,007°° 0,043=0,008"
LMP1(0,5)+THAPS 0,0138+0,003" 0,064+0,014"
EBNAI(0,5)+THAPS 0,0184+0,005" 0,307+0,088"

Tablo 3.1. Hiicre I¢i (Lizat) ve Sekrete (Medyum) Insiilin Konsantrasyonlar1.

EBYV rekombinant proteinlerinden LMP1’in 0,1 ppm dozda uygulandig:
grupta; insiilin sentez ve saliniminda kontrol grubuna nazaran istatistiki agidan
anlamli olacak sekilde artiglar tesbit edilmistir. Yine EBNAI rekombinant
proteininin 0,1 ppm dozda uygulandig1 grupta ise sadece insiilin saliniminda
(sekretre insiilin) kontrol grubuna nazaran ististiksel bir artis s6z konusu
olmustur (Sekil 3.1.). Bu degisikliklerle alakali tartisma boliimiinde ayrintili

yorumlar tutulmustur.

1,400
T 1,200
S 5 1,000
2z
- 0
< £ 0800
s 3
5 < 0,600
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c . .
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0,000 -
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Sekil 3.1. Hiicre I¢i/Dis1 Insiilin Konsantrasyonlari.

KONT: Kontrol grubu, DMSO: Dimetil siilfoksit grubu, THAPS: 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, LMP1(0,1): 0,1ppm latent membran proteinl grubu, LMP1(0,5): 0,5ppm latent membran proteinl grubu,
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LMPI1(0,1)+Thaps.: 0,1ppm latent membran proteinl + thapsigargin grubu, LMP1(0,5)+Thaps.: 0,5ppm latent

membran proteinl + thapsigargin grubu.

3.2. Real Time QRT-PCR mRNA Ekspresyon Diizeyleri

3.2.1. Beta Hiicre Proliferasyonundan Sorumlu Genlerin mRNA

Ekspresyon Diizeyleri

Beta hiicre proliferasyonundan sorumlu olduklar literatiir verilerince
belirtilen (FoxO1, PDX-1, Wnt-4, TCF7L2 ve B-Katenin) genlerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri; thapsigargin grubunda kontrol grubuna gore FoxO1’1
2,75 misli, PDX-1’1 2,05 misli, Wnt-4’1 2,23 misli, TCF7L2’yi 7,16 ve B-
Katenin’i 15,24 kat artirmistir. Epstein Barr Virus rekombinant proteinleri
EBNA1 ve LMPI1 proteinlerinden proliferasyonu en iyi uyaran dozun
EBNAT1’in 0,1 ppm lik dozu oldugu sonucu ilgili genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinden anlasilmistir (Tablo 3.2). Bu bakimdan EBNA1 0,1 ppm’lik
dozda uygulanan deney grubunda kontrol grubuna gore; FoxO1, PDX1, Wnt4,
TCF7L2 ve B-Katenin genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerini sirasiyla 2,37
misli, 6,48 misli, 4,25 misli, 3,8 misli ve 1,4 misli artirmistir. (Tablo 3.2,
Sekil 3.2, 3.3, 3.5, 3.6, 3.4). Ayn1 sekilde EBNAI1 proteininin 0,5 ppm’lik
uygulandigit ve deneysel ER stres modeli gelistirilmis olan grupta
(EBNAI1(0,5)+Thaps grubu) thapsigargin grubuna nazaran ayni genlerin
mRNA ekspresyon diizeylerinde B-Katenin hari¢ sirastyla 1,31 misli, 2,26
misli, 1,4 misli ve 2,1 misli artiglar gosterilirken, aydinlatilmaya muhtag
oldugunu diisiindiirecek bir bicimde B-Katenin’i ise 4,59 misli baskilamistir

(Sekil 3.4, Tablo 3.2). Diger taraftan LMPI rekombinant proteininin
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0,1ppm’lik ve 0,5 ppm’lik uygulamalamalarinda hiicre proliferasyonunu

artirict kayda deger sonuclara ulagilamamustir.
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Tablo 3.2. Beta Hiicre Proliferasyonu, Apoptozu ve ER Stresi ile iliskili Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeyleri (misli degisiklik#).

THAPS** | LMP1(0,1)* | EBNAI(0,1)* |LMPI(0,5)* | EBNA1(0,5)* | LMP1(0,1)*THAPS*** | EBNAI(0,1)*THAPS*** | LMP1(0,5)+THAPS*** | EBNA1(0,5)*THAPS***
GRP78 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 1,54 425 1,43 1,61 1,18 -1,06 1,1 1.4
p53 5,61 1,13 9,41 1,51 1,13 131 1 12 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 3,91 1.00 12,78 2,18 -1,09 -1,05 1,12 -1,09 1,07
Bcl-2 1,28 1,12 2,05 135 1,38 1,24 -1,56 12 12
CAS 8 131 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 1,32 131
CAS12 |-1,01 1,12 131 -1,36 1,16 1,14 1,05 1,17 1.4
CHOP 8,05 -1,65 447 2,02 -1,03 1,61 2,28 2,02 2,79
JNK 4,02 137 45 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 38 1,66 13 1,78 1,35 1,42 2.1
PERK 15,03 1,06 1,23 2,22 1,15 2,03 3,5 2,66 2,71
BCL—xL | 1725 10,5 24,02 2,45 717 232 43,11 -54,56 220,29
IFN y 2,01 -1,55 2,25 1,16 1,21 1,55 2,32 1,72 4,19
IL-6 2,63 22,09 4,82 1,7 1,1 2,4 2,28 1,43 9,15
B Katenin | 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 2,63 134 10,48 1,7 1,12 1,17 1,42 1,33 1,09
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*: Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore. KONT: Kontrol grubu, DMSO: Dimetil siilfoksit grubu, THAPS: Thapsigargin grubu, LMP1(0,1): 0,1ppm’lik Latent
Membrane Proteinl grubu, EBNAI1(0,1): 0,1ppm’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 3.2. FoxO1 mRNA Ekspresyon Duizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gére misli artis/aziliglar

PDX 1

Misli artig/azalig
NFRPORFRNWPRUION
1

Sekil 3.3. PDX 1 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.4. B-katenin mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.5. Wnt-4 mRNA ekspresyon diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.6. TCF7L2 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar

3.2.2. ER Stresi Belirtecleri Olan Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeyleri

GRP78 geni ER stres gostergesi olarak kabul gormiis ER stres
markerlarindan biridir. Bu bakimdan tahpsigargin grubunda GRP78 mRNA
ekspresyon diizeyt DMSO kontrol grubuna gore 6,63 misli artig géstermistir.
ER stres marker1 olarak GRP78 geni mRNA ekpresyon diizeyleri LMP1
(0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1 (0,1) +thapsigargin ve
EBNAI1 (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
(Tablo 3.2 Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. GRP78 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,
***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar

CHOP geni ER stres gostergesi olarak kabul goren bir diger ER stres
markerlaridir. Bu bakimdan thapsigargin grubunda CHOP mRNA ekspresyon
diizeyt DMSO kontrol grubuna gore 8,05 misli artis gostermistir. ER stres
marker1 olarak CHOP geni mRNA ekpresyon diizeyleri LMPI1
(0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1 (0,1) +thapsigargin ve
EBNAI1 (0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna gore sirasiyla;
1,61 misli, 2,28 misli, 2,02 misli ve 2,79 misli azalig oldugu tespit edilmistir.

(Tablo 3.2 ve Sekil 3.8).

67



CHOP

=
o
]

Misli artig/azalig
AN OND O ®
d

n T T T T -

& 0\>- S ¢ & & & &

) © © o O Q g
& F §© \x,@ &

> & N Q NS \Q'\\’ NS
Q \\Q\ $v~\« Q \\Q\
&
N A9

Sekil 3.8. CHOP mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar

Bir bagka ER stres belirteci ATF4 genidir. Bu bakimdan thapsigargin
grubunda ATF4 mRNA ekspresyon diizeyi DMSO kontrol grubuna gore 10,62
misli artis gostermistir. ER stres marker1 olarak ATF4 geni mRNA ekpresyon
diizeyleri LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNAT (0,1)
+thapsigargin ve EBNAI1 (0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin
grubuna gore sirasiyla; 1,91 misli, 2,17 misli, 1,38 misli ve 2,57 misli artig

oldugu tespit edilmistir. (Tablo 3.2 ve Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. ATF4 mRNA Ekspresyon Duzeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gére misli artis/aziliglar

Bir diger ER stres belirteci olara ATF6 geni mRNA ekspresyon
diizeyleri incelendiginde thapsigargin grubunda ATF4 mRNA ekspresyon
diizeyi DMSO kontrol grubuna goére 19 misli artis gOstermistir. ER stres
marker1 olarak ATF6 geni mRNA ekpresyon diizeyleri LMPI1
(0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5) +thapsigargin, EBNA1 (0,1) +thapsigargin ve
EBNAI1 (0,5) +thapsigargin gruplarinda thapsigargin grubuna gore sirasiyla;
1,64 misli, 1,92 misli, 1,52 misli ve 1,66 misli artis oldugu tespit edilmistir.
(Tablo 3.2 ve Sekil 3.10).

69



25 -
220 -
=
© 15 -
=
£ 10 ~
= 5 -
2
S 0 - _eem  mm W =m BN ==
S A - S @M &
© © O O < Q
NI SRt
v Q v Q X Qv NS
Y X
© v ©
& > >
= L
A9 A9

Sekil 3.10. ATF-6 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar

ER stres belirteci olarak son ele alman gen PERK olmustur.
Thapsigargin grubunda PERK mRNA ekspresyon diizeyi DMSO kontrol
grubuna gore 15,03 misli artis gdstermistir. ER stres marker1 olarak PERK
geni mRNA ekpresyon diizeyleri LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5)
+thapsigargin, EBNA1 (0,1) +thapsigargin ve EBNA1 (0,5) +thapsigargin
gruplarinda thapsigargin grubuna gore sirastyla; 2,03 misli, 3,5 misli, 2,66
misli ve 2,71 misli artis oldugu tespit edilmistir. (Tablo 3.2 ve Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. PERK mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar

3.2.3. Apoptozla Iliskili Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeyleri

Proapototik olduklar1 literatiir 6zetinde ilgili literatiirlerce belirtilen
cas3, cas8, casl2, TNF-a, p53, JNK, IFN-y ve bax genlerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri analiz edildiginde ilgili genler LMP1(0,1) grubunda
kontrol grubuna gore 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 (Tablo 3.2 Sekil 3.16, 3.17, 3.18, 3.14, 3.12, 3.19, 3.15, 3.24).
Aym sekilde EBNAI1 (0,1) grubunda ilgili genlerin mRNA ekspresyon
diizeyleri 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 uygulandigi gruplarda ise ilgili
proapoptptik genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde 1limli artis ve azaliglar
gozlemlenmistir. (Tablo 3.2 ve Sekil 3.12). Ayni genler icin thapsigargin
grubunda DMSO kontrol grubuna nazaran 3,91 misli, -1,31 misli, -1,01 misli,
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-1,14 misli, 5,61 misli, 4,02 misli, -2,01 misli ve 2,63 misli artis/azalislar tesbit
edilmistir. LMP1 (0,5)+Thapsigargin grubunda thapsigargin grubuna gore
ilgili genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri 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. EBNAI (0,1)+thapsigargin  grubunda
thapsigargin grubuna gore ilgili genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri
sirastyla-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 belirtegler olarak IL-6 ve IFN-y mRNA
ekspresyon diizeylerinde; caligmada kullanilan ilgili rekombinant proteinler
acisindan anlamli olabilecek sonuglara ulagilamamistir (Tablo 3.2, Sekil 3.22,

3.15).

Antiapoptotik genler olarak ¢alismaya dahil edilen Bcl2, Bel-xL ve p35
genlerinin mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildiginde Thapsigargin
grubunda DMSO Kontrol grubuna gore ilgili genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinde sirasiyla; 1,28 misli, 1,25 misli ve 3,78 misli artig tesbit
edilmistir (Sekil 3.20, 3.21, 3.23). LMP1 (0,5) +thapsigargin grubunda
thapsigargin grubuna gore ilgili antiapoptotik genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinde sirasiyla; -1,2 misli, -54,56 misli ve 1,24 misli azalig/artis tesbit
edilmistir (Sekil 3.20, 3.21, 3.23). EBNAI1 (0,1)+thapsigargin grubunda
thapsigargin grubuna nazaran ayni genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinda
stirastyla; -1,56 misli, -43,11 misli ve 1,12 misli azalig/artis tesbit edilmistir
(Sekil 3.20, 3.21, 3.23). LMPI1 (0,1) grubunda kontrol grubuna gore ilgili anti-
apoptotik genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde sirasiyla; -1,12 misli, 10,5
misli,-1,13 misli artig/azaliglar tesbit edilirken ayn1 genlerde EBNA1 (0,1)
grubunda kontrol grubuna nazaran ilgili genlerin mRNA ekspesyon
diizeylerinde sirastyla; 2,05 misli, 24,02 misli ve 7,39 misli artiglar tesbit

edilmistir.
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Sekil 3.12. p53 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artis/azilislar

THAPS grubunda NFgB mNA ekspresyon diizeyi DMSO kontrol
grubuna gore 3 misli diizeyde uyarilmistir. Buna kargin Thapsigargin ile
kombine edilen LMP1 ve EBNAI1 proteinlerinin 0,1 ve 0,5 pmm lik
dozlariinin uygulandig: gruplarda ise NFkB mRNA ekspresyon diizeylerinde
oldukca yliksek miktarlarda baskilanmalar oldugu gozlemlenmistir. Bu agidan
LMP1 (0,1)+thapsigargin, LMP1 (0,5)+thapsigargin, EBNAI1
(0,1)+thapsigargin ve EBNAI1 (0,5)+thapsigargin gruplarinda thapsigargin
grubuna gore NFkB mRNA ekspresyon diizeyleri sirasiyla; -97 misli, -83,67
misli, -34,,85 misli ve 39,85 misli baskilandig1 tesbit edilmistir. LMP1 ve
EBNAI1 rekombinant proteinlerinin tek basina uygulandiklar1 gruplar olan
LMP1 (0,1), LMP1 (0,5), EBNA1 (0,1) ve EBNA1 (0,5) gruplarinda NFkB
mRNA ekspresyon diizeylerinde sirastyla; 10,8 misli, 154,34 misli, 1,13 misli
ve -1,91 misli artig/azalislar gézlemlenmistir. (Tablo 3.2 , Sekil 3.13).

73



NFkB

200 -
150 ~
100 ~

w1
o
1

Misli artig/azalig

Sekil 3.13. NFxB mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.14. TNFo mRNA ekspresyon diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Misli artig/azalig

Sekil 3.15. IFN-y mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.16. Kaspaz-3 (CAS-3) mRNA ekspresyon diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol

grubuna gore, ***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.17. Kaspaz-8 (CAS-8) mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol
grubuna gore, ***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar

Misli artig/azalig
=

Sekil 3.18. Kaspaz-12 (CAS-12) mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol
grubuna gore, ***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.19. JNK mRNA ekspresyon diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.20. Bcl-2 mRNA ekspresyon diizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.21. Bcl-xL mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.22. IL-6 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.23. p35 mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna gore, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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Sekil 3.24. Bax mRNA Ekspresyon Diizeyleri. *:Kontrol grubuna goére, **: DMSO Kontrol grubuna gore,

***Thapsigargin grubuna gore misli artig/aziliglar
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3.3. TUNEL Assay Sonuclari

TUNEL Assay calismast Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali laborativar1 kullanilarak
yapilmistir. TUNEL Assay caligsmasi icin; iki farkli 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 hiicrelere

rastlanamamustir.

3.4. COMET Assay Sonuclari

DNA hasar1 comet yontemi ile floresan mikroskobunda analiz edilirken
her lamda rastgele se¢ilmis 100 hiicre gorsel skorlama (arbitrary unit) ile
degerlendirildi. Hiicrelerdeki DNA hasar derecesini belirlemek i¢in her bir
hiicreye (hiicrelerde goriilebilecek kuyruk gocii, kuyruk momenti, kuyruk
yogunlugu ve bas capi gibi degisiklikler goz oniinde bulundurularak) verilen
skorlar (0, 1, 2, 3) aracihigr ile 0-400 AU arasinda degisebilecek bir
degerlendirme yapildi.

Hiicrelere %40 DMSO’da ¢oziilen 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 ¢oziiciisii DMSO uygulanan gruplara gore daha fazla

oldugu goriildii (Tablo 3.3 ve Sekil 3.25).
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ER stres tetikleyicisi olarak Thapsigarginin uygulandigr grupta
karsimiza c¢ikan DNA hasar1 aragtirmamiz  kapsaminda olusturulan
EBNA1(0,1)+Thaps. Grubu hari¢ diger tiim gruplardan istatistiki acidan
anlamli olacak sekilde daha fazla oldugu gosterilmistir. Thapsigarginin bu
etkisini kullanidigimiz rekombinant proteinlerin ne derece etki ettiklerini
anlamamiz icin ilgili proteinlerin thapsigargin ile beraber uygulandiklara
gruplar ele alindiginda EBNAI1(0,1)+Thaps. Grubu hari¢ diger tiim
uygulamalar thapsigarginin neden oldugu DNA hasarmi istatistiki agidan
anlaml olacak sekilde azaltmay1 basarmistir. Bu agidan thapsigarginin neden
oldugu DNA hasarin1 baskilamada en 1iyi etkiyi sergileyen iki grup
LMP(0,5)+Thaps.ve EBNAI1(0,5)+thapsigargin gruplart olmustur. Ilgili
gruplarda sirasiyla gorsel comet skorlart 13,243 ve 9,2+1,9 olarak tesbit
edilmistir. (Tablo 3.3 ve Sekil 3.25).

Baska bir acidan ise LMP1 ve EBNAI1 rekombinant preoteinlerinin
uygulandigi tim gruplarda da kontrol grubuna nazaran istatistiki olarak

anlamli olacak sekilde yine DNA hasarlarinin olustugu tesbi edilmistir.

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°
EBNAI1(0,1) 16,8+0,8°
LMP1(0,5) 18+3,5°
EBNAI1(0,5) 25,442,7°
LMP1(0,1)+THAPS 56,8+0,8°
EBNAI(0,1)+THAPS 69+117
LMP1(0,5)+THAPS 13,243
EBNA1(0,5)+THAPS 9,2+1,9°
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Tablo 3.3. Comet Skorlar1.

f, -
% b, ¢ de, ’. Farkli st ifadeleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (p<0.05). AU:

Arbitrary Unit, KONT: Kontrol grubu, DMSO: Dimetil siilfoksit grubu, THAPS: Thapsigargin grubu,
LMP1(0,1): 0,1ppm latent membran proteinl grubu, LMP1(0,5): 0,5ppm latent membran proteinl grubu,
LMPI1(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 sonuclar degerlendirildiginde LMP1 ve EBNAI
rekombinant proteinlerinin thapsigarginle olusturulan DNA hasarini azaltmada
istatistiki acidan anlaml olacak sekilde etkili oldugu tesbit edilmis olmasina
ragmen tek baglarinda kullanildiklarin ise kontrol grubuna nazaran DNA

hasar1 olusturmada da istatistiki olarak anlamli olacak sekilde etkili oldugu

belirlendi (Tablo 3.3 ve Sekil 3.25).

arbitrary Comet
unit
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

—+
—+

B Comet

Sekil 3.25. Comet Skorlari. Farkli harfler ile sembolize edilen gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli

farkliliklar mevcuttur.
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4. TARTISMA

ER stres markerlar1 olan GRP78, ATF4, ATF6, CHOP ve PERK
genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde THAPS grubunda DMSO KONT
grubuna nazaran sirastyla; 6,63 misli, 10,62 misli, 19 misli, 8,05 misli ve
15,03 misli artis oldugu gozlenlenmistir. Bu bize; projede deneysel ER stres
modeli  olusumunun  basariyla  gergeklestirildigini  gostermektedir.
Thapsigargin uygulamas1 ile 1ilgili ER stres marker1 genlerin mRNA
ekspresyon diizeylerindeki bu artis projede kullanilan EBV rekombinant
protein uygulamalari ile 6nemli 6lgiide degisiklikler gostermistir. Proje sonug
raporunun bulgular kisminda da deginilen miktarlarda; rekombinant
proteinlerin (LMP1 ve EBNAI1) uygulanmalar1 ile ER stres marker: genlerin
mRNA ekspresyon diizeylerin de 6nemli miktarlarda baskilanmalar oldugu
tesbit edilmistir. Bu bakimdan proje sonu¢ raporunda LMP1 ve EBNAI i¢in
ER stresini baskilamada ya da etkilerini azaltma da yeni umutlar verme

potansiyeline sahip oldugu yorumu tutulmustur.

Literatiir 6zetinde de belirtildigi gibi ER stresi pankreatik beta hiicre
kayiplarina neden olarak beta hiicre kitlesinde azalmalara neden olmakta bu da
kisileri eksojen insiiline bagimi hala getirmektedir. Bu acidan ilgili sonuglar
ele alindiginda LMP1 ve EBNAI1 protein uygulamalar1 anti ER stressorii

olarak antidiyabetik tedavide kullanilip kullanilamayacagi konusunun
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arastirilmasi1 gerektigi onlimiize ¢ikan ve sorulmasi gereken sorular arasinda

dikkat cekmektedir.

Bir baska acidan ER stresi ele alindiginda; THAPS grubunda mRNA
ekspresyon diizeylerinde artig tesbit edilen proapoptotik genlerden p53 ve
JNK genlerinin (sirastyla; 5,61 misli ve 4,02 misli artis) LMP1 ve EBNAI1
protein uygulamalar1 ile p53 geninde yaklasik 4 kat ve JNK geninde ise
yaklagik 3 katlik bir azalmaya neden oldugu tesbit edilmistir. Bu sonug¢ bu
bakimdan bize LMP1 ve EBNAI i¢in ER stresinin neden oldugu apoptotik
belirteclerin yiiksekligini baskilamast bakimindan ileriki caligmalarla bu

baskilanmanin nedenlerinin arastirilmas: gerektigini géstermektedir.

Pankreatik beta hiicre proliferasyonu agisindan en dikkat edici
bulgulara EBNATI proteininin 0,1 ppm dozda uygulandig: grupta rastlanmistir.
Bu bakimdan ilgili proteinin ilgili dozu proliferasyondan sorumlu olduklar1
bilinen genler olan; PDX1, Wnt4, FoxO1,TCF7L’ ve B-Katenin genlerinin
mRNA ekspresyon diizeylerini 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 dozlar1
icin bdyle bir tablo s6z konusu olmamistir. Bu sonuglar da bize gostermektedir
ki LMPI1 proteini ER stresinin bertarafi acisindan EBNAI1 ile 6n plana
cikmistir ve fakat ayni derece proliferasyon {izerin etkisinden s6z

edilememistir.

Insiilin sentez ve salimmu agisindan LMP1 ve EBNAI proteinleri
degerlendirildiginde karsimiza proliferasyon siirecini hizlandiran genlere ait
mRNA ekspresyon sonuglariyla paralellik teskil edecek bulgulara ulagilmistir.
Bu baglamda LMP1’in 0,1 ppm dozda uygulandigi grupta insiilin sentez ve
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salinimi kontrol grubuna nazaran istatistiki anlamlilik teskil edecek sekilde
uyarildig: tesbit edilmistir. Ayni sekilde LMP1 proteininin 0,1 ppm dozda
uygulandif1 grupta ise insiilin salinimi kontrol grubuna nazaran istatiski
anlamlilik verecek sekilde yiikseltildigi tesbit edilmistir. Ote yandan LMP1
(0,5) grubunda kontrol grubuna nazaran insiilin sentezinin arttig1 ve fakat bu
artisin istatistiki bir onem arz etmedigi tesbit edilmistir. LMP1 ve EBNA1
proteinlerinin insiilin sentez ve salinimini bu yonde degistirmelerinin nedeni
arastirilldiginda  karsimiza ¢ikan ilgi durumsalar LMP1 ve EBNAI
rekombinant proteinlerinin hem ER stresini baskilandiklar1 hem de hiicre
proliferasyonunu uyardiklaridir. Ne var ki LMP1 ve EBNA1 proteinlerinin 0,1
ve 0,5 ppm dozda uygulanmalar1 bu yonde olumlu sonuclar dogurmus olsa da
COMET analizlerinde karsimiza ¢ikan sonuglar her iki proteininin de ilgili
dozlarinin DNA hasar olusumuna neden oldugudur. ilgili proteinler bu agidan
ele alindiginda DNA hasar olusumuna neden olmalarinin sebepleri agikliga
kavusturulacak olursa ve bu durum kontrol altina almabilirse gelecek
calismalarda antidiyabetik viroterapik ajanlar olarak kullanilabilmesinin yolu
acilabilir. Yine bu konuyla alakali bir bagska literatiir verisinde; Gou Y., ve ark.
(2014) yaptiklar arastirmada EBV ile enfekte edilmis nasofaringial karsinoma
hiicrelerinde DNA hasar1 ile EBV enfeksiyonlar1 arasinda bir korelasyonun
oludugunu gostermislerdir. Bu bakimdan projede ortaya ¢ikan sonuglarin

literatiir verileriyle de uyumluluk gosterdigi sOylenebilir.

Ju Y. ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, JNK
aktivasyonunun baskilandigi durumlarda FoxO1 geninin de baskilanacagini
gostermislerdir. Bu projenin bulgular kisminda da deginildigi gibi EBNA1
proteininin 0,1 ppm dozu FoxO1 geninin mRNA ekspresyon diizeyini kotrol
grubuna nazaran 2,37 misli artirirkken 0,5 ppm’lik dozu -1,31 KAT
baskilamistir. Bu farkliligin nedeni olarak aymi gruplardaki JNK gen
aktivasyonlarma baktigimizda EBNA1 (0,1) grubunda JNK geni kontrole
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nazaran 2,37 misli artarken EBNA1 (0,5) grubunda -2,0 misli baskilamistir.
Bu baglamda bu sonuglar Ju Y. ve ark.’nin verileri ile ortiismektedir ve iki doz

arasindaki proliferatif farkliligin da buradan kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Hayakawa J. ve arkadaslar1 (2003)’nin yaptiklar1 c¢alismada DNA
hasarmin JNK aktivasyonuna neden oldugunu comet assay ile gostermislerdir.
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 iizerinde
durdugumuzda yukarida verilen literatiir verisinden yararlanarak ilgili sonucla
alakali; EBNA 0,1 ppm dozda DNA hasarin1 kontrol grubuna nazaran
istatistiksel olarak artirmistir ve bu EBNA1 (0,1) grubunda JNK aktivitesinin
kontrole gore 4,5 kat artasiyla sonucglanmistir. Yine literatiir verilerinden
edindigimiz bilgilere gore; JINK’lar gen ekspresyonunu diizenleyen ve stres
durumunda apoptozis ile hayatta kalma arasinda verilecek karara katilan sinyal
ileti proteinlerinin bir ailesidir. ER stresi JNK’lar1 IRE1a ve IRE1f {izerinden
aktive eder. JNK aktivasyonunun ve p38 yolunun devamlilig1 apoptozis sinyal
diizenleyici kinaz (ASK1)’1n aktivasyonunu gerektirir ki; bu, hiicreyi apoptoza
gotiiriir (TOBIUME et al., 2001). EBNA1 (0,1) grubundaki kotrol grubuna
nazaran 4,5 katlik JNK aktivasyonu ayni grupta proapoptotik genlerden olan
p53, cas3 ve cas 8’in mRNA gen ekspresyon diizeylerini kontrol grubuna
nazaran dramatik sekilde sirasiyla; 9,41 misli, 12,78 misli ve 5,66 misli
artirmistir. Bu sonugclar ilgili literatiir verileri ile uyum gostermesi bakimindan
dikkate deger bulunmustur. Eger ileriye yonelik calismalarda, EBNA1 ve
LMP1 i¢in neden DNA hasarina ve proapoptotik genlerin ekspresyonuna
neden oluyor sorusunun cevabi aranacak olursa bu bahsedilen noktanin bir

baslangi¢ noktasi olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Laherty ve arkadaglar1 (1992) ve Rowe ve ark. (1994) yaptiklar
caligmalara gére; LMP1’in lenfositlerdeki ekspresyonu, transkripsiyon faktorii
NF-kB’ nin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir. Calismamizda da beta hiicre
kiiltirinde gosterilmistir ki; LMP1 0,1 ppm dozda uygulandigr grupta
NfkB’nin mRNA ekspresyon diizeyini kontrol grubuna nazaran 10,8 kat
artirmistir. Ancak ilging ve agiklayamadigimiz ve iizerinde durulmasi
gerektigini diislindiigiimiiz bir bicimde LMP1(0,1) +THAPS grubunda NFkB

geninin ekspresyonunu -97 kat baskilanmustir.

Tran T.M., ve arkadaglar1 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TNF-o’nin
NFkB ekpresyonunu artirdigin1  gostermislerdir. Calismamizda da benzer
sekilde EBNA1 (0,1) grubunda kontrol grubuna nazaran TNF-o ekspresyon
diizeyi 2,47 misli artis gosterirken buna karsin NFkB mRNA ekspresyon

diizeyi kontrol grubuna nazaran 154,34 misli dramatik bir artis gostermistir.

De Leo A., ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada LMP1
proteinine ait geni LMPI1 siRNA kullarak gen susturmasi yaptiklarinda
antiproliferatif etkinligin artirildigini gostermislerdir. Bu demek oluyor ki
LMP1’in varlig: hiicre proliferasyonu i¢in 6nem arz etmektedir. Calismamizda
da benzer sekilde LMP1 (0,5) grubunda hiicre proliferasyonu ile ilskilendirilen
genlerin ekspresyon diizeylerinde artislarin oldugu tespit edilmistir. Ancak
LMP1 (0,1) grubunda beta-katenin geni hari¢ bu artislardan s6z etmek

miimkiin olmamustir.
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5.S0ONUC

Calismada elde edilen bulgular ve literatlir verilerinden elde edilen
bilgiler 1s1831nda; sonu¢ olarak EBV rekombinant proteinleri LMP1 ve
EBNAT1’in proliferasyondan sorumlu genlerin ekspresyon diizeylerini artirdigi
ayni zamanda ER stres marker1 genlerin ekspresyon diizeylerini baskilayarak
da ER stresinin neden oldugu beta hiicre kayiplarinin tersine dondiiriilmesinde
avantaj saglayabilece§i ve bu bakimdan daha {iist diizey calismalar ile
desteklendigi takdirde antidiyabetik tedavilerde viroterapik ajanlar olarak
kullanilabilmesinin yolunun ag¢ilmasi potansiyeli bulunmaktadir. Yapilan bu
caligmanin handikap1 olabilecegini diisiindiiglimiiz bir sonucu ise 1ilgili
proteinlerin DNA hasarina neden olmasidir. Ancak literatiir verileri
incelendiginde bir ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan bir ¢ok ilacin da belirli
dozlarda DNA hasarina ugrattiklar1 gdzlemlenmistir. Ornegin aspartam (Meier
et al., 1990), atrofin (Yamada et al., 1997) ketamine (Rudin et al., 2005) vb.
Bu baglamda LMP1 ve EBNAI i¢in kontrol grubuna nazaran DNA hasar1
olusturuyor olmalari, ileri de verecekleri muhtemel yararlardan daha fazla

onem arz etmeyebilir.
Bu haliyle ¢alismadan su sonuglar ¢ikarilabilir;

1. EBNA1 ve LMPI proteinlerinin diyabet tedavisinde viroterapik
ajanlar olarak denenebilmesi acisindan yol gosterici olabilecek ilk

arastirmadir.
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2. Hiicre kiiltiirii calismalarinda bilindigi tizere higbir hiicre hattinin

sonsuz ¢ogalma yetenegi yoktur. Hiicre kiiltiirii arastirmacilarinin en
bliyiik korkularindan biri de hiicre tireme hizlarinin diismesi ya da
hiicreleri ¢ogaltmada sikintilar yasanmasidir. Bu c¢alismanin bir
diger ciktis1 da; hiicre hatlarini liretme konusunda sikintiya diisen
arastirmacilar icin yeni bir metadolojik calismaya yol gosterici

olabilme potansiyeline sahip olmasidir.

. Calismanin bir diger yan c¢iktis1 ise EBNA1 ve LMP1’in tedavi
maksatli preparat olarak ya da pankreatomi / laparoskopi ile
pankreasa lokal uygulamalarmin; gerekli klinik, cerrahi, dozaj, faz
ve farmakokinetik ¢caligmalarin planlanmasi ile hayata gecirilebilme

potansiyeline sahip olmasidir.
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OZET

Diyabet prevalansi ve insidansi giiniimiiz diinyasinda her gecen giin
artmakta olan bir saglik sorunudur. Diyabetin humoral ve dokusal bulgular1
zengin olmasia ragmen komplikasyonlarinin olduk¢a fazla olmasi diyabet

tan1 ve tedavisini onemli kilmaktadir.

Bugiin igerisinde diyabetinde sayildig1 bir cok hastalifin Endoplasmik
Reticulum (ER) stresi ile indiiklenen apoptozisle alakali oldugu kanisi
hakimdir. Nitekim yapilan calismalarda pankreatik beta hiicrelerinde ER
organelinin protein alim ve katlama kapasitesi arasindaki dengesizlikten dogan

ER stresi ile indiiklenen apoptozisin diyabete neden oldugu vurgulanmaktadir.

Epstein-Barr Virlis(EBV); Lenfokriptovirlis bir virus olup, bu tiir
viruslerin genel olarak B lenfositlerde latent enfeksiyon yaptiklart donemlerde
hiicre proliferasyonuna ve transformasyon siirecine katkida bulunduklari
bilinmektedir. EBV’nin proliferatif etkinligi 1ki mediatdér protein
araciligiyla(Epstein Bar Nuclear Antigenl-EBNA1 ve Latent Membrane
Protein1-LMP1) ger¢eklesmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinda uzun siiren anti
diyabetik tedaviler esnasinda, pankreatik hiicre kayiplar1 ve pankreatik
kiitlenin azalmasi sonucu eksojen insiilin kullanimina gecilmektedir. Bu
caligmada pankreatik hiicre kayiplarinin rekombinant viral EBV protenleri
uygulanarak tersine c¢evirmenin arastirilmasi amaglanmistir. Yam sira ilgili
proteinlerin DNA hasari, ER Stresi iizerine etkileri ve insiilin sentez-

salinimina nasil katkida bulunabilecekleri de aragtirilmistir.
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Bu amaglar dogrultusunda ticari olarak elde edilen rekombinant
EBNAI1 ve LMPI proteinlerinin Lethal Doz 50 caligmasi sonrast her iki
proteinin 0,1 ppm ve 0,5 ppm’lik dozlarinin ¢alisma i¢in kullanilmasina karar
verilmistir. Bu proteinlerin  belirtilen dozlar1 uygulandiktan sonra
proliferasyonun bu durumdan ne derece etkilendiginin tespit edilebilmesi i¢in
proliferasyondan sorumlu olduklar1 bilinen genlerin mRNA ekspresyon
diizeyleri arastirtlmistir. Diger taraftan DNA hasar1 i¢in Comet Assay ve ER
stres i¢in ilgili genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri de test edilmistir.

RT-PCR calismalari neticesinde ER stres markerlar1 olan AFT4, ATF6,
PERK, GRP78 ve CHOP genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinde
thapsigargin grubunda DMSO Kontrol grubuna gore sirastyla; 10,62 kat, 19
kat, 15,03 kat, 6,63 kat ve 8,05 kat artislar saptanmustir. ER stres marker1 olan
genlerdeki bu yiikselisin calismada kullanilan 1lgili proteinler vasitasiyla

baskilandig1 da belirlenmistir.

Calismada sonug¢ olarak; EBV rekombinant proteinleri LMP1 ve
EBNAT1’in proliferasyondan sorumlu genlerin ekspresyon diizeylerini artirdigi
ayni zamanda ER stres marker1 genlerin ekspresyon diizeylerini baskilayarak
da ER stresinin neden oldugu beta hiicre kayiplarinin tersine dondiiriilmesinde
avantaj saglayabilece§i ve bu bakimdan daha {iist diizey calismalar ile
desteklendigi takdirde antidiyabetik tedavilerde viroterapik ajanlar olarak
kullanilabilmesinin  yolunun ag¢ilmast potansiyeli bulundugu sonucuna

varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: LMP1, EBNAI1, ER stresi, INS-1E (832/13) beta

hiicresi, Insiilin
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SUMMARY

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.

Todays, it 1s 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); Lenfocriptoviriis 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 Antigenl-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.
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For that purpose, commercially obtained recombinant proteins LMP1
Lethal Dose 50 EBNAI1 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 mRNA
expression levels of genes was investigated. Comet assay for DNA damage
and on the other hand to ER stress, levels of mRNA 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 EBNALI 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.

Keywords: LMP1, EBNAL, ER stress, INS-1E (832/13) beta cell, Insulin
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