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RESVERATROL, PALMITAT iLE INDUKLENEN ENDOPLAZMIK
RETIKULUM STRESI INHIBE EDER: ANTi-APOPTOTIK ETKIi
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Anti-Apoptotic Effect
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Giris:  Endoplazmik  retikulum  (ER) stresin  obezite
patofizyolojisinde yeri bilinmesine karsin, obezite ile indiiklenen
kardiyovaskiiler hastaliklarda (ER) stresin rolii tam olarak
bilinmemektedir. Caligmamiz, dogal bir polifenolik bilesik olan
resveratroliin H9c2 hiicre dizisinde serbest yag asidi olan palmitik
asid (PA) ile indiikklenen ER-stres iizerine olan etkilerini
incelemek amaciyla gergeklestirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: H9c2 hiicre dizisi gesitli konsantrasyon ve
zaman araliklarinda PA ile inkiibe edilerek, ER-stres olusumu
saglanmigtir. Resveratroliin ¢esitli konsantrasyonlar1 kullanilarak,
ER-stres yolagi ve bu yolagin indiikkledgi apoptotik yolak
incelenmistir.

Bulgular: PA doz ve siire bagimli olarak ER-stres yolagini aktive
etmistir. Bu yolak, apoptotik bir yolagin da aktivasyonuna neden
olmustur. Resveratrol, PA ile indiiklenen ER-stresi azaltmakla
birlikte, apoptozu da inhibe etmistir. Bununla birlikte, PA
hiicresel oksidatif stresin artmasina neden olurken, resveratrol
antioksidan etkinik sergilemistir.

Sonug: Sonuglarimiz, H9¢2 hiicrelerinde PA ile indiiklenen ER-

stresin  azaltilmasinda ve apoptozun inhibe edilmesinde

resveratroliin etkili oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, endoplazmik retikulum stres, H9c2
hiicre dizisi, palmitik asid, resveratrol

ABSTRACT

Introduction: Endoplasmic reticulum (ER) stress is involved in
the pathophysiology of obesity but little is known about the role
of ER-stress on obesity-induced cardiovascular diseases.

Material and Methods: This study was designed to examine
the effect of resveratrol, a natural polyphenolic compound, on
palmitic acid-induced ER-stress in H9c2 cell lines. ER-stress
was induced by various concentration of PA in different time
manner in H9c2 cell lines. Effects of resveratrol on ER-stress
and apoptosis pathways were examined in this model.

Results: PA activated ER-stress pathway in a dose- and time-
dependent manner. Indeed, apoptotic pathway was activated in
the cells by PA. Resveratrol not only alleviated ER-stress but
also inhibited apoptosis. On the other hand, PA increased
oxidative stress in the cells which was alleviated by resveratrol.

Conclusion: Our results suggest that, resveratrol play a role in
alleviating ER-stress and inhibiting apoptosis in H9c2 cell lines.

Keywords: Apoptosis, endoplasmic reticulum stress, H9c2 cell,
palmitic acid, resveratrol
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GIRIS
Kalp hastaliklar1 baglica morbidite ve mortalite nedeni
olarak gosterilmektedir (1,2) Yas, cinsiyet, diyabet,
insiilin  rezistansi,  hipertansiyon = ve  obezite
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusmasinda 6nemli risk
etmenleri olarak gosterilmektedir (3,4). Son yillarda
artmis olan obez popiilasyonu nedeniyle, obezite tim
bu etmenler iginde bir adim 6ne ¢ikmaktadir. Her ne
kadar dislipidemi, hipertansiyon, insulin rezistansi ve
kronik enflamasyon obezite ile indiiklenen kardiyak
komplikasyonlara katkida bulunsa da, patolojiden

sorumlu asil mekanizmalar hala saptanamamustir.

Endoplazmik retikulum (ER), proteinlerin sentezi,
paketlenmesi ve biraraya getirilmesinden sorumludur
(5). Hiicresel fonksiyonlarin devami i¢in ER’nin etkin
bir bicimde c¢aligmasi gereklidir. ER homeostazinin
etkileyebilecek herhangi bir uyari, hatali proteinlerin
ER liimeninde birikmesine neden olur ki bu durum ER-
stres olarak tanimlanir (6,7). ER-stresin obezite, insulin
rezistans1 ve diyabet gibi pek c¢ok hastalikta artmis
olmasi, ER-stresi azaltabilecek farmakolojik ajanlarin
bu hastaliklarin tedavisinde terapotik degerinin
olabilecegini giindeme getirmistir.

Resveratrol,  kardiyoprotektif,  anti-platelet  ve
antienflamatuvar etkileri oldugu bilinen polifenolik bir
bilesiktir (8,9). Resveratrol kaynakli yararl etkilerin
oksidatif stresi azaltmasindan kaynakli oldugu
belirtilmektir (10). Yapilan ¢aligmalarda resveratroliin
miyokardiyal apoptozu azalttigi, kardiyomiyositleri
anoksik ortamdan kaynakli hasardan korudugu ve
antitimor etkisinin oldugu gosterilmistir (11-13). Her
ne kadar yapilan calismalarda resveratroliin yararli
etkileri gosterilmis olsa da, bu etkilere iliskin
mekanizmalar aydimnlatilmis degildir. Calismamizda
resveratroliin H9c2 hiicre dizilerinde, palmitik asidle
iizerine olan etkilerinin

indiiklenen  ER-stres

arastiritlmasi planlanmustir.
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GEREC VE YONTEM

modifiye Eagle (DMEM), fotal sigir serumu,
antibiyotik karsimi) ile diger gerekli kimyasallar
ATCC’den alinmigtir. Glutatyon ve glutatyon disiilfid
ve Kaspaz-3 aktivasyonu analizinde kullanilan
kimsallar Sigma&Aldrich ve Fisher Scientific’ten
saglanmistir. Western blot igin kullanilan sarflar Bio-
Rad’den, primer ve sekonder antikorlar ise Cell
Signaling’ten saglanmistir. Palmitik asid ve resveratrol
dimetil siilfoksid (%0.01) i¢inde c¢oziildiikten sonra

kullanilmastir.
Hiicre Kiiltiirii

H9c2 hiicreleri %10 fotal sigir serumu (SIGMA), 100
U/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin igeren
Dulbecco’s modifiye Eagle kiiltiir ortaminda, 37°C’de,
%5 CO» igeren ortamda kiiltiire edilmistir. Hiicreler,
palmitik asid ile cesitli konsantrasyon (0-5 mM) ve
zaman araliklarinda (0-360 dk) inkiibe edilerek, ER-
stresin olusabilecegi konsantrason ve zaman aralifi
saptanmistir. Resveratroliin  ER-stres iizerine olan
etkilerinin saptanmasi amaciyla hiicreler, palmitik asid
varliginda, ¢esitli konsantrasyon (0-10 mM) ve zaman
araliklarinda (0-360 dk) resveratrolle inkiibasyon
yapilmuigtir.

Glutatyon ve Glutatyon Disiilfid Analizi

Oksidatif stres gostergesi olarak glutatyon diizeyleri
saptanmustir. Hiicreler 4 voliimliik (w/v) %1 pikrik asid
¢ozeltisi iginde homojenize edilmis ve 16,000 xg’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant, total gluatyon
(GSH) ve disiilfid (GSSG)

konsantrasyonlarinin saptanmast i¢in kullanilmustir.

glutatyon
GSH standart egri kullanilarak saptanmis ve GSSG de

4-vinil piridin ile Ol¢limlenmistir. GSSG degeri,
GSH’den ¢ikarilarak, asil GSH degei elde edilmistir.
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Kaspaz-3 Aktivasyonu

Kaspaz-3 aktivasyonu icin hiicreler PBS ile 6n isleme
tutulmus ve 4°C’de 10,000 g’de 10 dk santrifiij
edilmisgtir. Homojenat, 100 pl’lik soguk lizat tampon
¢ozeltisi (50 mM HEPES, pH 7,4 %0,1 CHAPS, 1 mM
ditiyothretiol, 0,1 mN EDTA, %0,1 NP40) ile
islenmistir. Analiz, 96-kuyucuklu plate kullanilarak
gerceklestirlmistir. Analiz ¢ozeltisi (50 mM HEPES,
%0,1 CHAPS, 100 mM NacCl, 10 mM DTT ve 1 mM
EDTA), hiicre lizat1 ve kaspaz-3 kolorimetrik substrat
Ac-DEVD-pNA igeren kuyucukar, 37°C’de 1 saat
inkiibe edildikkten sonra, 405 nm’de Ol¢iimlenmistir.
Kaspaz-3 aktivitesi dakikada pg protein basina salinan

pNA miktar1 (pikomol) olarak verilmistir.
Western blot

HO9c¢2 hiicrelerindeki proteinler Western blot ile analiz
edilmistir. Bu deneyler i¢in pH 6,8 olacak bi¢cimde %4
SDS, 2 mM EDTA ve 50 mM Tris-HCI soliisyonu
hazirlanarak  hiicreler

Homojenatlar 4°C’de 12000 x g’de 20 dakika santrifiij

homojenize edilmistir.
edildikten sonra, siipernatantlar ayrilmigtir. Protein
kantifikasyonu Bradford yontemi ile yapilmistir. Esit
miktarlardaki proteinler %10’luk SDS-poliakrilamid jel
eletroforezi ile ayrilmig, PVDF membranlara transfer
edilmig, Tris-tamponlu salin ile yikanmig ve oda
sicakliginda 1 saat Tween-20’li Tris-tamponlu salin ile
%35’lik siit tozu ya da %5°lik BSA ile bloke edilmistir.
Membranlar daha sonra uygun primer antikor
cozeltileri ile 12 saat siiresince 4°C’de ve sonrasinda
HRP ile konjiige sekonder antikorla 1 saat siiresince
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Membranlar
SuperSignal-enhanced kemiliiminesen substrat
soliisyonu (Pierce Chemical Company, Rockford,

USA) ile yiiklenmistir.
Istatistik
Sonuglar  Ortalama+S.E.M. olarak  sunulmustur.

Istatistiksel anlamlilik ANOVA’y1 takiben Tukey son

testi ile p<0.05 olarak degerlendirilmistir.
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BUGULAR

Palmitik Asid Konsantrasyon ve Zaman Bagimh

Olarak ER-stresi ve Apoptozu Indiikler
H9c2 hiicre dizisinde, palmitik asid 0-5 mM

konsantrasyonlarda 6 saatlik inkiibasyonla doz-bagimli
olarak ve 0-360 dakikalik siirelerde 0.625 mM
konsantrasyonda zaman bagimli olarak ER-stresi

indiiklemistir (Sekil 1A ve 1B).

HO9c2 hiicre dizisinde, palmitik asid 0-5 mM
konsantrasyonlarda 6 saatlik inkiibasyonla, doz-bagimli

olarak, apoptozu indiiklemistir (Sekil 2).
A B

PAile 6 saatlik inkiibasyon 0.625mM PA ile inkiibasyon
(konsantrasyon; mM) (zaman; dk)
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Sekil 1. H9¢2 hiicre lizatlarinda palmitik asidin g¢esitli
konsantrasyon (A) ve =zaman (B) araliklarinda
endoplazmik retikulum stres belirteglerinin Western
blot analizi. Goriintiiller anti-Bip, anti-CHOP ve anti-
pPERK kullanilarak elde edilen bantlardir. GAPDH

standart protein olarak kullanilmistir. PA: Palmitik asid

PA ile & gaailik inkiibazyon
(ko nsantrasyon; mhi)
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Sekil 2. H9c2 hiicre lizatlarinda palmitik asidin ¢esitli
konsantrasyonlarinda (6 saaatlik inkiibasyon) apoptotik
kaspaz yolagi belirteclerinin Western blot analizi.
Goruntiiler anti-kaspaz-4 ve anti-cleaved-kaspaz-3
kullanilarak elde edilen bantlardir. GAPDH standart

protein olarak kullanilmustir.
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Sekil 3. H9¢2 hiicre lizatlarinda palmitik asid (0.625
mM) varliginda, resveratroliin ¢esitli konsantrasyonlari
ile (6 saaatlik inkiibasyon) endoplazmik retikulum stres
ve apoptotik kaspaz yolag: belirteglerinin Western blot
analizi. Goriintiiller anti-CHOP, anti-pPERK ve
cleaved-kaspaz-3 kullanilarak elde edilen bantlardir.
GAPDH standart protein olarak kullanilmustir.

B: Bos, PA: Palmitik asid, RS: Resveratrol.

Resveratrol Palmitik Asid ile indiiklenen ER-stresi

ve Apoptozu Baskilar

Resveratrol 0-10 mM konsantrasyonlarda, palmitik
asid (0.625 mM, 6 saat) ile indiiklenen ER-stresi ve

apoptozu, doz-bagiml olarak, baskilamigtir.
Resveratrol Okdidatif Stresi Azaltir

Hiicre igi oksidatif stresin gostergesi olarak kabulen
edilen glutatyon diizeylerinin, resveratrol ile
diizenlendigi saptanmustir. Resveratrol 0-10 mM
konsantrasyonlarda, palmitik asid (0.625 mM, 6 saat)
ile azalmis olan GSH/GSSG oranini, doz-bagimh
olarak arttirmigtir (Sekil 4).

Resveratrol Kaspaz 3 Aktivasyonunu Azaltir

Apoptoz gostergesi olan Kaspaz 3 aktivasyonu, 0.625
mM palmitik asid ile 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda
artmistir. Artmig olan bu aktivite, resveratroliin 0-10
mM  konsantrasyonlar1 ile doz-bagimli olarak,

azaltilmistir (Sekil 5).

TARTISMA

Calismamiz, H9c2 hiicre dizisinde, serbest bir yag
aside olan palmitik asidin (PA) konsantrasyon ve

zaman bagimli olarak, endoplazmik retikulum (ER)
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Sekil 4. H9¢2 hiicre lizatlarinda GSH/GSSG orani. B:
Bos, PA: Palmitik asid, RS: Resveratrol. Resveratroliin
cesitli konsantrasyonlari (0, 2.5, 5 ve 10 mM), palmitik
asidin 0.625 mM konsantrasyonuna karsi ¢aligilmistir
(6 saatlik inkiibasyon). * p<0.05 vs. PA ve # p<0.05 vs.
RS.
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Sekil 5. H9¢2 hiicre lizatlarinda kaspaz 3 aktivasyonu
B: Bos, PA: Palmitik asid, RS: Resveratrol.
Resveratroliin ¢esitli konsantrasyonlar (0, 2.5, 5 ve 10
mM), palmitik asidin 0.625 mM konsantrasyonuna
kars1 galisilmistir (6 saatlik inkiibasyon). * p<0.05 vs.
PA ve # p<0.05 vs. RS.

stresi indiikledigini gostermistir. PA ile indiiklenen ER-
stres lizerine resvaratroliin doz-bagimli azaltict etkisi,
ayni hiicre dizisinde gosterilmistir. Ek olarak, PA ile

indiiklenen ER-stresin, apoptotik sinyal ileti yolagini
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uyardig1 ve resveratrol ile bu yolagin baskilandig1 da
saptanmustir. Resveratrol ayni zamanda, doz-bagiml
olarak, artmis oksidatif stresin bir gostergesi olan
azalmis GSH/GSSG oranini da arttirmistir. H9¢2 hiicre
dizisinde PA ile doz-bagimli olarak artmig olan
Kaspaz-3 aktivitesi, resveratrol ile yine doz-dozbagiml

olarak azalmusgtir.

Obezite, ER-stres ile indiiklenen meaknizmalar
araciligiyla insulin rezistansina neden olur (14). Bu
durum ozellikle kalp hastaliklar1 agisindan  ¢ok
onemlidir; ¢linkii ER-stresin siiregelmesi durumunda
kalp yetmezligi, iskemi-reperfiizyon hasari, kardiyak
hipertrofi ve ateroskleroz gibi patolojik durumlar
ortaya ¢ikmaktadir (15,16). Son zamanlarda yapilan
caligmalar obezite ile indiiklenen kardiyovaskiiler
hastaliklar ile ER-stresin yakindan ilgili oldugunu
gostermistir  (15,17). ER-stres, 6zellikle hiicresel
savunma mekanizmalarini etkisiz hale getirerek
hiicreleri apoptoza dogru siiriiklemektedir (18). Bu
durum, kardiyak mortalite agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Calismamizda, H9¢2 hiicre dizisinde PA’nin ER-stresi
indiikledigi gosterilmistir. Serbest yag asidlerinin hiicre
diizeyinde ortaya ¢ikardigi bu etkinin bir sonraki
basamagi da apoptoz olarak karsimiza ¢ikmistir. Artan
obez popiilasyonu gozoniine alindiginda, ER-stresi
hedef alan tedavi stratejileri obezite ile indiiklenen
Onlenmesi

kardiyovaskiiler komplikasyonlarin

agisindan son derece 6nemlidir.

Polifenolik bir bilesik olan reseveratrol, bitkilerde
patojenlerin ataklarina yanit olarak dogal olarak
iretilmektedir  (19). Resveratrol dogal olarak
bitkilerden izole edilip, saflagtirilabildigi gibi, kimyasal
olarak da sentezlenebilmektedir (20). Kardiyovaskiiler,
enflamatuvar, norodejeneratif, metabolic ve yaslanma
ile ilgili hastaliklarda yararli etkilerinin gdsterilmis
olmast nedeniyle, umut vaadeden bir dogal bilesiktir.
Calismamizda, resveratrolin H9c2 hiicre dizisinde
hiicre ici oksidatif stresin gostergesi olan azalmis
GSH/GSSG oranim1  arttirarak, hiicre i¢i oksidatif
katkida

stresin azaltilmasina bulunabilecegi
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saptanmustir. Resveratroliin yararli etkilerinin temeli
sahip oldugu fenol halkalar1 olarak gosterilmektedir.
Dogal olarak bir antioksidan gorevi gordiigii ve bu
nedenle 6zellikle hiicresel okdidatif stresi ve buna bagl
olarak orataya ¢ikabilecek okdidatif hasar1 azalttig
gosterilmistir (11,21). Resveratroliin oksidatif stresi
azaltict bu etkisinin, ayni azamanda apoptozu da
azaltabilecegi ileri stirilmistir (11,22). Benzer
bigimde, c¢alismamizda resveratroliin doz-bagimli
olarak kaspaz 3 aktivasyonu azaltmasi, ER-stres ile
indiiklenen apoptoz yolaginda resveratroliin olumlu
etkilerinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle
Western blot kullanilarak, ER-stres gostergesi olan
PERK fosforilasyonunu takiben bir niikleus protein
olan ve apoptotik kaspaz yolaginin aktivitesini
saglayan CHOP analiz edilmistir. Resveratrol sozii
edilen bu proteinleri azaltarak, gerek ER-stresin
gerekse apoptozun inhibe edilmesine yardimci
olmustur. Caligma kosullarimizda, resveratrolle ortaya
cikan bu yararh etkiler, onun oksidatif stresi azaltic
etkisinden kaynakli olabilir. Bu konuda kesin bir
yargiya varabilmek igin, ileri ¢aligmalarmn yapilmasi

gereklidir.

Sonu¢ olarak, deney kosullartmizda H9c2 hiicre
dizilerinde PA ile doz- ve zaman- bagiml olarak ER-
stres indiiklenmistir. Bu durum, gerek oksidatif stresin
gerekse apoptotik yolaklarin aktivasyonuna neden
olmustur. Resveratrol ise, kullanilan konsantrasyon ve
zaman araliklarinda, H9c2 hiicre dizisinde PA ile
inddiiklenen ER-stresin inhibe edilmesinde katkida
bulunmustur. Bu etki sonucunda, hiicresel oksidatif
stres gostergesi olan azalmig GSH/GSSG orami artmis
ve artmig olan kaspaz 3 aktivasyonu da azalmustir.
Resveratroliin bu yararli etkileri, Western blot ile
protein diizeyinde de saptanmistir. Elde edilen
sonuglar, obezite ile indiiklenen kardiyovaskiiler
hastaliklaridan  korunmak amaciyla resveratroliin
terapotik dnemi olabilecegini ve bu konuda ¢aligmalar

yapilmasinin yararli olabilecegini gostermektedir.
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