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OZET

Amac: Akne vulgaris (AV)'de, farkli sfingomiyelin (SM) ve seramid (SER)
tiirlerinin serum diizeyleri hakkinda smirli veriler mevcuttur. Bu g¢alisma, AV
hastalarinda ve kontrollerde notral sfingomiyelinaz aktivitesi (N-SMaz), seramid-1-
fosfat (C1P), sfingozin-1-fosfat (S1P), C16-C24 SM ve C16-C24 SER'lerin

dolasimdaki seviyelerini belirlemeyi amaglamistir.

Yontem: Otuz AV hastasindan ve 20 yas, cinsiyet uyumlu kontrollerden serum
alimmustir. C16-C24 sfingomiyelinlerin ve C16-C24 SER'lerin serum seviyeleri, ultra
hizli sivi kromatografisi (UFLC) ve tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS)
kullanilarak optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) yoOntemi ile
belirlenmistir. Notral sfingomiyelinaz’in serum aktivitesi standart kit yontemleriyle,

CI1P ve S1P diizeyleri enzim bagl immunosorbent assay (ELISA) ile belirlenmistir.

Bulgular: Akne vulgarisli hasta serumlarinin C16 SM diizeylerinde kontrol grubuna
gore belirgin bir artig gozlenmistir. Akne vulgaris hastalarinin dolagimdaki C1P
diizeyleri artmig ve C24 SER diizeyleri kontrollere gére azalmistir. Akne hastalarinda
olgiilen serum N-SMaz aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir

fark olusturmazken S1P diizeylerinde kontrollere gére anlamli bir artig gézlenmistir.

Sonu¢: Akne vulgaris patofizyolojisinde degisen sfingolipid diizeylerinin roliinii

anlamak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Akne vulgaris, sfingomiyelin, seramid, ndtral sfingomiyelinaz.



ABSTRACT

Objective: Limited data are available on serum levels of different sphingomyelin
(SM) and ceramide (CER) species in acne vulgaris (AV). This study aimed to
identify circulating levels of neutral sphingomyelinase activity (N-SMase), ceramide-
1-phosphate (C1P), sphingosine-1-phosphate (S1P), C16-C24 SMs and C16-C24
CERs in AV patients and controls.

Method: Serum was collected from 30 AV patients and 20 age, gender matched
control subjects. Serum levels of C16-C24 SMs and C16-C24 CERs were determined
by an optimized multiple reaction monitoring (MRM) method using ultra fast-liquid
chromatography (UFLC) coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS). Serum
activity of N-SMase was assayed by standart kit methods, C1P and S1P levels were

determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: A significant increase was observed in serum levels of C16 SM in patients
with AV compared to controls. No significant difference was found in C18 and C24
SM levels between two groups. Very-long-chain C24 CER was significantly
decreased in AV patients compared to controls. Long chain C16-C20 CER levels
showed no significant difference between AV patients and controls. A significant
positive correlation was found between serum total cholesterol levels and all
measured SMs and CERs in both the control and patient groups. Patients with AV
had increased circulating levels of 16 SM, C1P and lower circulating levels of C24
CER compared to healthy controls, which may provide prognostic value for the
disease.

Conclusion: Future studies are needed to understand the role of altered sphingolipid

levels in the pathophysiology of AV.

Keywords: Acne vulgaris, sphingomyelin, ceramide, neutral sphingomyelinase.
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1. GIRIS

Akne vulgaris, pilosebase linitenin folikiler kismmin tikaniklign = ve
iltihaplanmasindan kaynaklanan iltihapli bir deri hastaligidir (Fenini ve ark., 2017).
Tipik deri lezyonlar agik ve kapali komedonlarla karakterize edilirken siddetli cilt
lezyonlar1 nodiiller, kistler, folikiiler papiiller yiiz ve gogiiste goriiliir (Williams ve
ark., 2012). Propionibacterium acnes ile kolonizasyon, hastalikta 6nemli bir role
sahiptir ve iltithapli papiiller ve piistiiller acik ve kapali komedondan gelisebilir
(Williams ve ark., 2012). Bir¢ok calisma akciger lezyon gelisiminin ¢ok erken
evrelerinde inflamatuar yanitlarin alindigin1 gostermistir (Jeremy ve Holland, 2003).
Aknedeki mevcut kanitlar lezyon gelisiminin her asamasinda hiicresel
iltihaplanmanin 6nemini gosterirken, inflamatuar kaskatin baslatilmasini tetikleyen

olaylarin sirasi bilinmemektedir (Holland ve Jeremy, 2005).

Insan derisinde yapisal islevleri olan sfingolipidler (SL) inflamatuvar yanitlarda
onemli rol oynamaktadir (Gomez-Munoz ve ark., 2016). Sfingolipidler,
keratinositlerin ve cildin bagisiklik hiicrelerinin biyolojik fonksiyonlarini diizenleyen
sinyal molekiillerinin tiretilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Borodzicz ve ark.,
2016). Epidermisin en dis tabakasi olan stratum corneum (SC); SER’ler, kolesterol
ve serbest yag asitleri (SYA) gibi hemen hemen es molara sahip lipidlerden olusur
(Meckfessel ve Brandt, 2014). Seramidler, iltihaplanmanin kilit diizenleyicileri olan
C1P, sfingozin ve S1P gibi metabolitlerin iiretimine yol acabilir (Gomez-Munoz ve
ark., 2016). Yakin tarihli SER c¢aligmalari, uzun zincirli (C16-C20) ve ¢ok uzun
zincirli (C22-C24) SER'lerin hiicre ¢ogalmasi ve inflamasyonu iizerinde ters etkiler

olusturdugunu gostermistir (Hartmann ve Lucks, 2012; Pinto ve Laviad, 2014).

Sfingomiyelinler, SER’ler i¢in Onciiler olarak hizmet ederler. Sfingomiyelinler SMaz
tarafindan farkli acil zincir uzunluklarinda, biyoaktif hidrofobik SER'lere
indirgenebilirler (Hannun ve Obeid, 2011). Sfingomiyelinler dolasimda en bol
bulunan lipidlerdir. Agil zincir uzunlugu ve doygunlugu ile tanimlanan c¢esitli SM
tirleri vardir (Mielke ve ark., 2015). Sfingolipidler atopik dermatit (Ishikawa ve ark.,
2010), sedef hastalig1 (Mysliwiec ve ark., 2017), egzama (Jungersted ve ark., 2015)
ve iktiyozis (Eckl ve ark., 2013) gibi bircok dermatolojik hastalikta incelenmistir.
Bir¢ok dermatolojik hastalikta SL’ler degisse de (Borodzicz ve ark., 2016) AV’deki



farklt SM ve SER tiirlerinin serum diizeyleri hakkinda smirli veriler mevcuttur. Bu
calismada, AV hastalarindan ve kontrollerden elde edilen serumda C16-C24 SM,
C16-C24 SER, S1P, C1P ve N-SMaz aktivitelerinin diizeylerini saptamay1
amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Deri Yapisi ve Fonksiyonlari

Deri viicudun en biiyiikk organidir. Deri bariyeri mikrobiyal patojenler, alerjenler,
ultraviyole radyasyon (UVR) ve toksik bilesiklerin yayilmasi gibi ¢esitli ¢evresel
faktorlere karsi engel teskil ederek organizmayi dis etkenlerden korurken aymi
zamanda viicuttan su kaybini dnleyerek termoregiilasyonu saglar (Hansen ve Jensen,
1985; Jungersted ve ark., 2008; Dumitru ve ark., 2009; Feingold ve Elias, 2014;
Traupe ve ark., 2014; van Smeden ve ark., 2014). Bu durumda derinin temel iki
islevi, viicuttan su kaybini 6nlemek ve istenilmeyen g¢evresel faktorlere karst etkili
bir bariyer olusturmaktir (Schaefer, 1996). Cilt bariyerinin bozulmasi durumunda
kuru cilt, enfeksiyoz hastaliklar ve iktiyoz, atopik dermatit ve sedef hastaligi gibi
kutan6z bozukluklar gozlenebilir (Feingold ve Elias, 2014; van Smeden ve ark.,
2014).

2.1.1. Derinin Tabakalar1
Deri; epidermis, dermis ve hipodermis olmak {izere ii¢ ana katmandan olusur
(Kendall ve Nicolaou, 2013) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Cilt yapisi1 ve hiicre popiilasyonunun sematik gosterimi (Kendall ve Nicolaou, 2013).



Epidermis: Cilt bariyerinin en dig tabakasinda bulunmaktadir (Man ve ark., 1993;
Man ve ark., 1996). Epidermis, stratum bazal (SB), stratum spinozum (SP), stratum
graniilozum (SG) ve SC olmak tizere dort katmandan olusmaktadir (Proksch ve ark.,
2008; Mizutani ve ark., 2009).

Epidermis tabakasinin ana hiicre tipi keratinositlerdir. Keratinositler ilk olarak SB’de
cogalirlar ve SC’ye go¢ ederler. Cilt ylizeyine ulastiklari zaman nukleuslarini
tamamen kaybetmis ve yassilasmis 6lii korneositler bigiminde dokiiliirler. Stratum
graniilozumda bulunan keratinositlerin memranlarinda SC lipidlerinin Onciileri olan
glukozilseramidler, SM ve fosfolipidler bulunur. Stratum graniilozumda bulunan bu
lipid yapilar1 fosfolipaz ve SMaz gibi lipid metabolize edici enzimler tarafindan
SER’ler ve SY A’lara kadar parcalanirlar. Boylece SC, fosfolipid yikimi sonucu agiga
¢ikan SYA’lar nedeniyle asidik bir hal alir (Fluhr ve ark., 2001; Fluhr ve ark., 2004).
Insanlarda ve hayvanlarda dis SC ve cilt yiizeyinin pH degeri 5-5.5 arasindadir. Bu
durum SC’de bulunan B-glukoserebrosidaz ve asidik sfingomiyelinaz (a-SMaz) gibi

asidik ortamda optimal aktivite gdsteren enzimler i¢in ¢ok 6nemlidir (Mauro, 2006).

Stratum corneumda; hemen hemen esit mol sayida bulunan SER’ler, kolesterol ve
SYA, hiicre dis1 alanlara lokalize olmus lipid bakimindan zengin matrikse sikica
gomiilii halde bulunurlar (Elias, 1983; Swartzendruber ve ark., 1987; Lazo ve ark.,
1995; Jungersted ve ark., 2008; Proksch ve ark., 2008; Berthaud ve Boncheva, 2011,
Hwa ve ark., 2011; Kihara, 2016). Ayn1 zamanda epidermiste; yabanci dis
uyaranlarin girisine yanit olusturan ve antijen sunan langerhans hiicreleri (LC) olarak

adlandirilan benzersiz hiicre topluluklar1 bulunur (Clausen ve Kel, 2010).

Dermis: Dermis tabakasi, epidermisten bir taban zari ile ayrilmistir. Bu tabakada
fibroblastlar ve ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin yani sira kil folikdilleri, ter bezleri, duyu
sinirleri ve kii¢iik kan damarlari gémiilii halde bulunur (Man ve ark., 1993; Man ve
ark., 1996; Lai-Cheong JE, 2013). Inflamatuar yanit sirasinda immiin hiicre
infiltrasyonu, kutan6z immiin hiicre popililasyonunda biiyiik bir artisa sebep olur

(Kish ve ark., 2009).

Hipodermis: Hipodermis tabakasi diger adiyla subkiitan doku dermisin derindeki

devamidir. Adipoz doku ve kan damarlarini ihtiva eder. Adipositler yag asitlerinin



onemli bir deposudur, ayn1 zamanda kutandz hiicreleri etkileyen bir dizi biyoaktif

lipid mediyatdrlerinin 6nemli Greticisidir (lyer ve ark., 2010).

2.1.2. Deri Yapisimin Lipid Bilesimi

Deride bulunan lipidlerin bilesimi viicutta bulundugu boélgeye ve yasa bagli olarak
farklilik gosterir (Gray ve Yardley, 1975; Lampe ve ark., 1983; Coolen ve ark., 2010;
Kim ve ark., 2010). insan epidermisinin SC tabakasinin toplam lipid igerigini %50
SER, %25 kolesterol ve %15 SYA olusturmaktadir (Wertz, 2006). Seramidler,
dokularin cilt bariyeri formasyonundaki 6zel rolii nedeniyle epidermal membran
yapisinda diger dokulara gore daha baskin olarak varlik gosteren biiyiik
heterojeniteye sahip molekiillerdir (Holleran ve ark., 2006; Uchida ve Holleran,
2008; Mizutani ve ark., 2009; Breiden ve Sandhoff, 2014; van Smeden ve ark.,
2014). Stratum corneum tabakasinda bulunan SER’lerin N-agilli yag asitlerinin zincir
uzunlugu, diger dokularda bulunanlara gore ¢ok daha biiyiik bir gesitlilik gdsterir.
Uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin (C26 veya daha uzun) cilt bariyerinin

olusumu i¢in biiyiik bir 6nemi vardir (Jennemann ve ark., 2012).

Stratum corneum’da, diger bircok zardan farkli olarak ¢ok az fosfolipid
bulunmaktadir. Normal kosullarda agilseramid yapilarinda linoleat bulunurken,
esansiyel yag asidi eksikliginde lineloat yerine oleatin gecmesiyle hiicre dis1 lipid
matriksinin goriiniimiiyle iligkili olarak kutandz gecirgenlik bariyeri fonksiyonunda
belirgin bozukluklar meydana gelmektedir (Elias ve Brown, 1978; Wertz ve ark.,
1983) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Epidermal lipidler ve cilt bariyeri islevi. A. Gelisen insan cildinin yapisi. B. Normal ve SER
eksikligi olan ciltte bariyer fonksiyonunun gosterimi (Mizutani ve ark., 2009).

2.1.3. Deride Gozlenen Fizyopatolojik Durumlar

Hastalikli ciltlerde genellikle bozulmus bir bariyer fonksiyonu gozlenmektedir (van
Smeden ve ark., 2014). Karsilasilan bir¢ok kutandz inflamatuar bozukluk, SC’deki
pH artislariyla iliskilidir. Bu da SC'deki enzim aktivitesini olumsuz etkileyebilmekte
ve gegirgenlik, bariyer fonksiyonu ve SC biitlinliigii ile kohezyonunda bir azalmaya
neden olmaktadir (Mauro, 2006). Stratum corneum’daki lipit 6zelliklerinde meydana
gelen degisikliklerin bu bozulmus deri bariyerine katkida bulunup bulunmadigin
incelemek i¢in lipit kompozisyonu ve organizasyonu hakkinda elde edilen bilgiler
¢ok onemlidir. Bu alanda yapilan ¢aligsmalar hastaligin neden olustuguna dair bir fikir
sunmasa bile, lipit bilesimi ve dolayisiyla lipit organizasyonunda goriilen
degisiklikler hastaligin altinda yatan mekanizmalar hakkinda ek bilgi saglayabilir
(van Smeden ve ark., 2014). Akut bariyer fonksiyon bozuklugu, epidermiste SL
sentezini uyarir ve bu sentezdeki artis hem alt hem de {ist epidermal tabakalarda
meydana gelir (Holleran ve ark., 1991; Holleran ve ark., 1995). Bununla birlikte,
lipid organizasyonu ve cilt bariyeri fonksiyonu i¢in bazi lipit tiirlerinin rolii hakkinda

temel bilgiler igin ek bilgi saglanmalidir (van Smeden ve ark., 2014).



2.2.  Akne Vulgaris

Akne, cogunlukla ergenlik doneminde goriilen, androjen salinimi, yag bezlerinin
aktivasyonu, degismis keratinlesme, inflamasyon ve bakteriyel kolonizasyondan
kaynaklanan multifaktoriyel patogenezli kronik iltihapli bir cilt hastaligidir (Koo,
1995; Cunliffe ve ark., 2004). Hayati tehlike olusturmamasina ragmen, akne dnemli
tibbi ve psikolojik sonuglar dogurmaktadir. Akne vulgaris hastalarinin muzdarip
oldugu sikintilar arasinda yiiz, gogiis veya sirtta kalici iz olusumu, agr1, kasint1 ve aci
gibi fiziksel belirtiler ile zayif benlik imaj1, sosyal ¢ekingenlik, intihar diisiincesi,

psikosomatik belirtiler, utang, depresyon ve anksiyete hissi sayilabilir (Koo, 1995).

Akne vulgaris olusumunun baslangi¢ ve sonraki gelisim agamalarinin altinda yatan
mekanizmalar heniiz tam olarak acikliga kavusturulamamistir. Hastalik
mekanizmasinda akne lezyonu olusumunu saglayan siirecte; sebasdz bezin sebum
tiretimi, Propionibacterium acnes tarafindan kil folikiiliiniin kolonizasyonu, {ist
folikiilin  hiperkeratinizasyonu, inflamatuar mediatorlerin  deriye  salinimi

gozlenmektedir (Thiboutot, 1996; Kistowska ve ark., 2014).

2.2.1. Sebasiz Bezin Sebum Uretimi

Sebasoz bezler, deride folikiil ad1 verilen i¢inde kil kokiiniin de bulundugu bir kanala
acilir ve sebase salgisini folikiil kanalina bosaltir. Sebum salgisi kil folikiiliinden deri
yiizeyine bosalarak biyolojik bir savunma saglayan lipid mantoyu olusturur. Sebum,
cogunlukla non-polar yapida lipidce zengin molekiilleri ihtiva eder ve folikiillere, de
novo sentez yoluyla salgilanir. Bu kanalin ¢evresini doseyen hiicrelere keratinositler
denir. Keratinositler kil folikiiliiniin i¢ine yapisir ve non-inflamatuvar yapida bir
tikac veya komedon ile sonuglanir. Kiimelenmis keratinositlerin folikiilii bloke
etmeleri sonucu eger gozenek agiksa (agik komedon) bir siyah nokta olusur. Ancak
tikanmis gozenek kapali yapida ise yani deri altinda kalmigsa (kapali komedon)

beyaz renkte olusur.

Keratinosit tikaci ve sebum salgisinin asir1 artmasi durumunda komedon riiptiirii ile
inflamatuar lezyonlar gelisir. Komedon igeren sebase folikiiller, P. acnes'in gelismesi
icin anaerobik ve lipid agisindan zengin bir ortam saglar. Bu durumda bakteriler
komedonu istila eder ve aknenin bir sonraki asamasina yol acan enflamatuar
faktorleri serbest birakirlar. Enflamasyon artmis kizariklik ve irinle devam eder. Bu

klinik olarak, deriden kabarik, caplart 1-10 mm arasinda sinirli, kati, i¢lerinde sivi

7



bulunmayan, lezyonlar olan papiil veya deriden kabarik, ¢apt 1 cm’den kiigiik,
iltihapli pistiiller olarak saptanabilir. Bu inflamatuar lezyonlar daha sonra ¢ap1 1 cm
veya daha biiyiik, deriden kabarik veya dermiste daha derinlerde bulunan nispeten
biiyiik, kiiresel, agrili lezyonlar olan nodiiller haline doniisebilirler (BAUMANN,
2009; Goldschmidt ve ark., 1977).

Insan sebumu trigliseritler (TG), balmumu esterleri, skualen, kolesterol esterleri,
kolesterol ve SYA igerir. Cogunluk olarak TG’ler ve yag asitleri birlikte (%57,5)
bulunurken bunu balmumu esterleri (%26) ve skualen (%12) izlemektedir. Sebumda
en az bulunan lipit kolesterol esterleridir (%4,5) (Serhan ve ark., 1996) Sebum
salgist; hiicre cogalmast ve farklilasmasi, lipogenez, hormon metabolizmast ve
sitokin salinmasi gibi degisik faktorler tarfindan diizenlenmektedir. Cogu durumda
gozlenen sekresyon artisi ise sebasdz bezin hipertrofisi ile iligkilendirilmistir (Rocha

ve Bagatin, 2018).

Akne patogenezinde sebum salgilanmasinin artisinin yani sira, sebum igerigindeki
lipit mediyatorlerinin degisiminin de 6nemli rolii vardir (Manna ve Aggarwal, 1998).
Akne ile ilgili ilk ¢alismalarda, hastalarda cilt yiizey lipitlerinde azalan linoleik asit
(LA) (C18:2) miktarlar1 gdézlenmistir. Ozellikle, bu esansiyel yag asidinin seviyeleri,
balmumu esterlerinde 6nemli 6lgiide daha diisiik bulunmustur. Bu sayede LA’nin
sebasoz lipit sentezinde dogrudan rol oynadigi disiiniilmektedir (Hayakawa ve ark.,
1996). Sebumda LA eksikligi, trans epidermal su kaybina yol agarak komedonal
duvarin enflamatuar maddelere gecirgenligini arttirir ve bakteri liremesi i¢in uygun
bir ortam olusturur. Bir yandan da diisiik LA diizeyleri nétrofil fagositozunu ve
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu baskilayamaz. Bu nedenle akne komedonlarinda
LA diizeylerinin diislik olmasi, kontrolsiiz folikiiler hiperkeratoza neden olur ve akne
inflamasyonunun koétiilesmesine kismen katkida bulunur (Merrill, 2002; Cunliffe ve
ark., 2004). Bu sebeple LA'nin topikal uygulamasinin komedon biiyiikligiinii ve
genel inflamasyonu azalttig1 yapilan ¢alismalarla desteklenmistir (Hannun ve Obeid,
2008; Maceyka ve Spiegel, 2014).

2.2.2. Propionibacterium Acnes Tarafindan Kil Folikiiliiniin Kolonizasyonu
Akne prognozu ve tedavisi ile iligkili risk faktorleri ve genler heniiz tam olarak acik
degildir (Williams ve ark., 2012). Propionibacterium acnes, cildimizin florasinin

dogal bir boliimiinde bulunan anaerobik bir gram pozitif cubuk bakteridir ve akne
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iltihabiyla baglantili ana tetikleyicidir (Lynn ve ark., 2016). Sebum antibakteriyel
fonksiyonlara sahip olmasina ragmen, P. acnes sebasoz bezlerden salgilanan TG’leri
mikrobiyal lipaz enzimi sayesinde metabolize eder ve cilt yiizeyinde SYA’y1 agiga
cikartir. Bu sayede kil folikiillerinde Propionibacterium'un lipofilik tiirlerinin
kolonizasyonu kolaylasarak bakteriyel ¢ogalma tesvik edilmis olur. Sebum {iretimi
ile salgilama kapasitesi arasindaki orantisizlik sonucunda kil folikiiliindeki asir1 P.

Acnes artis1 sebum tikanmasina ve ardindan inflamasyona yol agmaktadir (Rocha ve

Bagatin, 2018).

2.2.3. Ust Folikiiliin Hiperkeratinizasyonu

Ust folikiilde yer alan keratinositlerin kohezyonunda artis gdzlenmesi sonucu
hiperkeratinizasyon meydana gelmektedir. Artan kohezyon ve hiicre sayisi, folikiiler
agizda bir tikac olusturur. Bu tikag tist kil folikiilii epitelinin alt kisminda keratin,
sebum ve bakterilerin birikmesiyle meydana gelmektedir. Folikiilde biriken bu kati
maddeler AV’li hastalarda inflamatuvar lezyon olusumuna ve iist kil folikiiliiniin

dilatasyonuna neden olmaktadir (Cunliffe ve ark., 2000).

2.2.4. Inflamatuar Mediyatorlerin Deriye Salinimi

Inflamasyon; enfeksiyon veya kizariklik, agr1, 1s1, sisme ve bazen fonksiyon kaybr ile
karakterizedir. Organizma ¢ok cesitli hastalik durumlarimin patogenezinde ilgili
mekanizmay1 baglatabilmek i¢in enfeksiyon veya doku hasari ilizerinde uygun bir
tepki olusturmaktadir. inflamasyon, uygun sekilde kontrol edilmedigi takdirde zararl
veya Oluimciil olabilir. Parkinson veya Alzheimer hastaligi gibi norolojik
bozukluklar, inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBD) yani Crohn hastalig1 ve tlseratif
kolit, romatoid artrit, ateroskleroz, obezite, tip II diyabet, kronik obstriiktif akciger
hastaligt (COPD), astim veya kanser gibi birtakim kronik hastaliklarla

iliskilendirilmistir.

Inflamatuar hasarlara yamit olarak, makrofajlar ve nétrofiller, kan dolasimindan
yarali veya enfekte bolgelere go¢ ederler ve istilact bakteri ve mantar patojeni yok
ederek konakcilart korurlar. Bu islemler, sitokinlerin, hiicre dis1 matriks
proteinlerinin, integrinlerin, biyoaktif lipidlerin ve proinflamatuar eikosanoidler, yani
prostaglandinler, 16kotrienler ya da tromboksanlar gibi lipid tlirevi metabolitlerin
iiretilmesini ve salinmasini, ayn1 zamanda bu enflamatuar mediatdrlerin liretiminde

rol oynayan enzimlerin up-regiilasyonunu veya aktivasyonunu igerir. Uzamis
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enflamatuar yanitlar sirasinda immiin hiicrelerin ortaya c¢ikmasi sebebiyle bu
mekanizmalarin anlasilmasi biiylik 6nem kazanmistir. Bu baglamda inflamasyonun
tam olarak c¢oOziilmesini saglamak ic¢in, inflamatuvar mediatorlerin iiretimini
durdurmak ve ayni zamanda inflamatuar hiicrelerin birikimini azaltmak ve bir
otoimmiin yanit vermeden ¢ikarmak gereklidir. Bu islemlerin tiimii, noétrofiller,
makrofajlar, lenfositler de dahil olmak iizere bagisiklik hiicreleri tarafindan hassas ve
koordineli eylemler icerir (Hayakawa ve ark., 1996; Serhan ve ark., 1996; Basu ve
Kolesnick, 1998; Manna ve Aggarwal, 1998; Newton ve ark., 2000; Merrill, 2002; El
Alwani ve ark., 2006; Kolesnick ve ark., 2007; Hannun ve Obeid, 2008; Spiegel ve
Milstien, 2011; Hla ve Dannenberg, 2012; Maceyka ve Spiegel, 2014).

Sfingolipidler, hiicre biiylimesi, farklilagmasi, proliferasyonu, embriyonik gelisimi,
anjiyogenez, hiicre olimii ve inflamasyon gibi hayati hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rol oynayan anahtar sinyal molekiilleri olarak ortaya c¢ikmistir
(Merrill, 1991; Hannun, 1994; Saba ve ark., 1996; Spiegel ve Merrill, 1996; Merrill
ve ark., 1997; Pyne ve ark., 1997; Gomez-Munoz, 1998; Perry ve Kolesnick, 2003;
Hannun ve Obeid, 2008).

2.3.  Sfingolipidler

Sfingolipidler, farkli sfingoid bazlar, N-acile edilmis yag asitleri ve polar bas
gruplarinin olusturdugu kombinasyonlar sonucu bilylik molekiiler cesitlilige sahip
kompleks bir, yapisal ve mediyator lipit ailesidir (Kolter, 2011). Tim o6karyotik
hiicrelerin ve bazi prokaryotik hiicrelerin plazma membraninda bulunan SL’ler
birgok fizyolojik ve patolojik siire¢lerde 6nemli rol oynamaktadirlar (Kihara ve ark.,
2007; Chiricozzi ve ark., 2018). Sfingolipidler fizyolojik olarak; cilt bariyeri
olusumu, bakterilerin tanimlanmasi, kan damar1 stabilizasyonu, immiinite,
spermatogenezis ve isitsel duyu olusumu gibi gesitli rollerde gérev almaktadirlar
(Kihara ve lIgarashi, 2008; Mizutani ve ark., 2009; Wennekes ve ark., 2009; Kulkarni
ve ark., 2010; Inokuchi, 2011; Maceyka ve Spiegel, 2014; Kihara, 2015; Rabionet ve
ark., 2015; Schmitt ve ark., 2015). Hiicresel diizeyde ise apoptozis, organel ve
membran yapisi organizasyonu, hayatta kalma, hiicre goc¢ii, sinyalizasyon, hiicre i¢i
protein trafigi, otofaji, adezyon, stres yanit1 ve metabolik regiilasyon gibi rolleri
yerine getirmektedir (Ramstedt ve Slotte, 2006; Kihara ve Igarashi, 2008; Inokuchi,
2011; Yamagata ve ark., 2011; Grosch ve ark., 2012; Pontier ve Schweisguth, 2012;
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Mitsutake ve lgarashi, 2013; Obara ve ark., 2013; Yamagata ve ark., 2013; Maceyka
ve Spiegel, 2014; Harvald ve ark., 2015).

2.3.1. Sfingolipidlerin Yapisi

Sfingolipidler amfifilik molekiillerdir (Merrill, 2011). Plazma membraninin lipit ¢ift
tabakasina yerlestirilmis hidrofilik bir bag grubu ve bir hidrofobik omurga
icermektedir. Memeli hiicrelerinde 18C atomlu diiz, uzun zincirli bir amino alkol
olan sfingozin C-4 ve C-5 arasinda bir trans ¢ift bag igerir; amid bag1 vasitasiyla
uzun zincirli yag asidine baglanarak oldukg¢a hidrofobik bir molekiil olan SER
olusturur. Seramidler, tiim SL’ler tarafindan paylasilan yapisal bir birimdir.
Sfingolipidlerin hidrofobik omurgasini bu SER yapisi olusturur. Hidrofilik bas
gruplar ise tirler arasinda degisiklik gostermektedir. Seramidin C-1 pozisyonuna
farkli bas gruplarinin eklenmesi bircok karmasik SL’lerin omurgasini olusturur.
Fosforilkolin eklenmesi SM olustururken, glukoz veya galaktoz gibi bir sekerin
tutturulmasi bir¢ok karmasik glikosfingolipidin olusumundaki ilk adimdir (Kihara ve
ark., 2007).

Sfingomiyelin memelilerde en ¢ok bulunan SL tiiriidiir; cogu dokuda SM seviyeleri,
tim glikosfingolipid diizeylerinin toplamindan bile daha yiiksektir (C, 1980).
Ozellikle insan cildi farkli ve ilging bir SL dizisine sahiptir. Sfingolipidlerin sfingoid
baz yapist; doygunluk derecesi, hidroksi grup sayisi ve karbon zincir uzunlugu
acisindan faklilik gosterse de deri SL’lerinde bulunan en yaygin bazlar, C18-20
zincirlerine  (sfingozinler ve dihidrosfingozinler) veya C20-22 zincirlerine
(fitosfingozinler ve 6-hidroksi-sfingozinler) sahiptir (Mizukoshi ve ark., 2011) (Sekil
2.3).

Epidermal SM tiirlerinin analizi sonucu 64 farkli yag asidi tespit edilmistir. Ayirt
edici N-agile yag asidi igeren SM bilesiminde ise ii¢ ana alt fraksiyon bulunmustur:
uzun zincirli yag asidi (SM-1; C22-26), kisa zincirli yag asidi (SM-2; primer olarak
C16) ve kisa zincirli a-hidroksi yag asidi (SM-3; C16-18)’dir. En ¢ok bulunanlart ise,
2-karbon uzama iiriinii olan sebaleik asit (C18:2n-10) ile birlikte sebumda benzersiz
olarak bulunan palmitik asit (C16:0) ve sapienik asit (C16:1n-10)’tir. Ayn1 zamanda
eser miktarda ise w-hidroksi yag asidi de bulunmaktadir (Uchida ve ark., 2000; Ni
Raghallaigh ve ark., 2012).
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Insan sagligindaki 6nemi uzun zamandir bilinen yag asitleri (Burr ve Burr, 1973)
yapisal lipidlerin bileseni, biyoaktif aracilarin dnciileri, gen ifadesi diizenleyicileri ve

sinyalizasyon molekiilleri olarak gérev almaktadir (Calder, 2006).
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Sekil 2.3. insan derisinde en yaygm bulunan sfingoid bazlarmn ve dort farkl sfingozin tiirevi iceren
biyoaktif sfingolipidlerin yapis1 (Kendall ve Nicolaou, 2013).

Son yirmi yil boyunca yapilan kapsamli aragtirmalar géstermistir ki; SER, sfingozin
ve bunlarin fosforile formlar1 C1P ve S1P de dahil olmak iizere bazi SL’ler
biyoaktiftir ve hayati biyolojik fonksiyonlari kontrol edebilirler (Gangoiti ve ark.,
2010). Sfingolipid metabolizmasi ise bu biyoaktif molekiilleri iireten oldukca
diizenlenmis yolaklardan olusan karmasik bir agdan meydana gelmektedir (El

Alwani ve ark., 2006).

2.3.2. Sfingolipid Metabolitleri

Seramidler, yag asidine kovalent olarak baglanmis sfingozinden olusan bir lipid
ailesidir (Bikman ve Summers, 2011). Sfingolipidlerin yapisal omurgasi olan SER,
SL biyosentez ve katabolizmasinda metabolik merkez olarak kabul edilmektedir.
Seramidler; sitokinler, 1s1, UVR, hipoksi/reperfiizyon, kemoterapdtik ajanlar,
lipopolisakkarit gibi ¢esitli uyaricilara yanit olarak iretilirler (Obeid ve ark., 1993;
Chang ve ark., 1995; Wright ve ark., 1996; Haimovitz-Friedman ve ark., 1997;
Hernandez ve ark., 2000; Senchenkov ve ark., 2001; Hannun ve Obeid, 2002,
Hannun ve Obeid, 2008). Stratum corneum’un &nemli bir bileseni olan SER, SC
lipidlerinin  %50'sini olusturur ve epidermal bariyer fonksiyonu igin oldukga

onemlidir (Bouwstra ve ark., 2003). Bariyer bozuklugu ile birlikte cilt
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bozukluklarinin patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (Imokawa ve ark., 1986;
Proksch ve ark., 2006; Imokawa, 2009).

Cok sayida kanit, deri bariyeri biitiinliigliniin olusumu ve korunmasinda Onemli
rollerinin yani1 sira bu molekiiliin insan epidermisinde hiicre proliferasyonu,
farklilagsma, apoptoz ve diger hiicre yanitlarini iceren ¢ok sayida hiicresel sinyal
yolunun aracist olarak 6nemini gostermektedir (Geilen ve ark., 1997; Kolesnick ve
Kronke, 1998; Luberto ve Hannun, 1999; Geilen ve ark., 2001).

Seramid metabolizmasinda islev goren, spesifik enzimlerin ayri hiicresel bolgelerde
bulunmasindan dolayi, epidermiste SER cesitliligi gozlenmektedir. Bu farkli SER
tirleri, farkli enzimler igeren farkli mekanizmalar ile olusturulmaktadir (Riboni ve
ark., 1997; Kolesnick ve ark., 2000; Hannun ve Obeid, 2002; Kroesen ve ark., 2003;
Masukawa ve ark., 2008). Hiicre yiizeyindeki lipid mikro alanlari SL’lerin ve
kolesteroliin dinamik kiimelenmesiyle olusur ve SER iiretimi i¢in 6zel alanlar
olusturur. Bu alanlarda SER iiretiminin ¢esitli agonistlere ve stres sinyallerine tepki

olusturduklar diistintilmektedir (Simons ve Ikonen, 1997; Tani ve ark., 2007).

Seramid, farkli hiicre kompartmanlarini igeren dort farkli yol ile sentezlenebilir

(Gomez-Munoz ve ark., 2016) (Sekil 2.4.).

de novo sentez yolu: Serin palmitoiltransferaz (SPT) ile katalize edilen bir
reaksiyonda 3-ketosfinganin olusturmak iizere serin ve palmitoil-koenzim A
(palmitoil-CoA)'nin kondensasyonu ile baslayan bir anabolik yoldur. Bu reaksiyonu,
rediiktaz aktivitesi ile sfinganin (dihidrosfingozin) olusturulmasi daha sonra seramid
sentaz aktivitesi ile yag agil-CoA'nin eklenmesiyle dihidroseramid olusturulmasi
takip eder. Ardindan bir desatiiraz enzimi, 4-5 trans konumuna bir ¢ift bag ekleyerek
dihidroseramid'i SER’e gevirir (Sekil 2.4.). Seramidin de novo sentezi, endoplazmik
retikulumda (ER) meydana gelir ve golgi aparatina tasinirlar; burada, SM ve
glikosfingolipidlerin sentezi gergeklesir. Bir kez sentezlendiginde, SER’ler, SM
sentaz (SMS) veya glukozilseramid sentaz aktiviteleri yoluyla SM veya
glikosfingolipidler gibi kompleks SL’lerin sentezlenmesi i¢in kullanilabilir. Hiicre,
SER’i harekete ge¢irmek i¢in iki ana mekanizma kullanmaktadir; bu ya vesikiiler
nakil yolu ya da seramid transfer proteini (SERT) vasitasiyla gergeklestirilmektedir
(Hanada ve ark., 2007). Bu SERT, aktivitesinin kademeli olarak diizenlenmesi i¢in
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onemli olabilecek ¢ok sayida fosforilasyon bolgesine sahiptir (Grosch ve ark., 2012).
Ilging olarak, SER’lerin de novo sentezinde yer alan bazi enzimler, proinflamatuar

haraketlerle indiiklebilir (Bikman ve Summers, 2011).

Serin + Palmitoil CoA

de novo sentez
yolag

SPT

. . ——s ——:Gangliyozidler,
Glukozilseramid et

hl

1

1

1

1

:
3-Ketosfinganin :
1

1

1
Sfinganin :
[

1

GCS : Kompleks
! sfingolipidier
CerS F : b
[ PR, 55 pus ,/_ ...' : s s
Dihidroseramid * || Seramid 1: sfingomiyelin d :
, 83 Smese ) ot
B T . ===: SMaz volaz / .....
- CorS “essssssssassnnassss -..'.
: Sfingozin — e .+ Kurtarma yolagi

sfingozin - 1 - fosfat

l S1P liyaz

Diger yolaklar
Hekzadekanal +

Etanolamin fosfat

Sekil 2.4. Seramid, S1P ve C1P biyosentezi (Gomez-Munoz ve ark., 2016).

Sfingomiyelin degradasyonu: Mesajci lipidlerin iiretiminde rol oynayan énemli bir
yolaktir. Plazma membraninin ekzoplazmik tarafindaki SM, sinyal ile aktive edilen
SMaz’lar ile parcalanarak SER olusumuna neden olur (Pettus ve ark., 2002).
Sfingomiyelinazlar (E.C. 3.1.4.12), fosfodiesteraz siiper ailesine ait bir enzim
siifidir. Bu enzimler dkaryotik hiicre zarlarinin ana bileseni olan SM'nin SER ve
fosfokoline doniistiiriilmesini katalize eder. Optimum pH degerlerine, hiicresel
lokalizasyona ve katyon bagimliligina dayanarak bes farkli SMaz tanimlanmistir.
Bunlar asit SMaz (aSMaz), sekretuvar SMaz, Mg?* bagimli N-SMaz, Mg?* bagimsiz
N-SMaz ve alkali SMaz’dir (Samet ve Barenholz, 1999; Goni ve Alonso, 2002;
Pettus ve ark., 2002).

Aslinda SMaz tiirevi SER’ler, proinflamatuar agonistlerin tetikledigi c¢ok sayida
inflamasyon siirecine karigsmustir. Ozellikle timdr nekrozis faktor-a (TNF-o),
interferon-y (IFN-y), interlokin 1B (IL-1P) gibi IL’ler (Jenkins ve ark., 2010) veya
trombosit aktive edici faktor (PAF) (Goggel ve ark., 2004) igeren sitokinler, SM
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aktivitesinin giiclii uyaricilaridir ve farkli hiicre tiplerinde inflamasyonu arttirdig

gosterilmistir (Manna ve Aggarwal, 1998; Becker ve ark., 2010).

Notral sfingomiyelinaz aktivitesinin 1967'deki orijinal tanimindan bu yana dort
memeli N-SMaz geni klonlanmis veya saflastirilmistir. Notral sfingomiyelinaz 2 su
anda kemik mineralizasyonu, hiicre biiylimesi durmasi, eksozom olusumu ve
inflamatuar yanitta yerlesmis rollere sahip en iyi g¢alisilan izoformdur (Airola ve
Hannun, 2013). Veldman ve arkadaslari (Veldman ve ark., 2001), insan deri
fibbroblastlarinin kaveolasinda bir N-SMaz tanimlamis ve bu enzimin sitozolik bir

yonelimini ima etmiglerdir.

Bir baska calisma grubu ise, a-SMaz'nin hiicre i¢i organellerden plazma
membraninin dis yapragina yerlestirildigini ve lipid sal mikrodomainleri igerisinde
yer alan SM'nin hidrolizinde merkezi bir rol oynadigini tespit etmistir (Bollinger ve
ark., 2005). Asit SMaz ayrica, Zn®* bagimli bir enzim olarak, Golgi sekresyon yolagi
vaskiiler endotel hiicrelerinden ve makrofajlardan salgilanmaktadir (Schissel ve ark.,
1996; Marathe ve ark., 1998). Hem nétral hem de a-SMaz’lar, gesitli eksojen
uyaranlar tarafindan hizli ve gegici olarak aktive edilir. Notral ve a-SMaz, saniyeler
veya dakikalar icinde SER seviyesindeki artislardan sorumlu goriinmektedir. Bu
nedenle, N-SMaz ve a-SMaz, erken sinyal iletimi i¢inde SER {iretimi i¢in ana yollar
olarak kabul edilebilmektedir (Schutze ve ark., 1992; Wiegmann ve ark., 1994;
Gillard ve ark., 1998) (Sekil 2.5.).

Seramid sentezinin iiciincii yolu kurtarma yolu, (salvage): Kompleks SL’lerin
sfingozine indirgendigi ve daha sonra seramid sentazlarin etkisiyle SER haline geri
dontistiirtilebildigi  yolaktir. Bdylece dihidroseramid olusumu atlanmis olur
(Novgorodov ve ark., 2011). Kompleks SL’ler (SM ve glikosfingolipidler), SL geri
doniistimii veya kurtarma yolu olarak adlandirilan bir dizi olayla, yerlesik enzimler
(sirasiyla a-SMaz ve asit B-glukozidaz 1) ile asidik hiicresel bdlmeler icerisinde
bozunarak, SER olustururlar; (Riboni ve ark., 1994; Kitatani ve ark., 2008; Kitatani
ve ark., 2009) kendisi ise daha sonra sitozole girebilen sfingozin ve SYA olarak
pargalanir (Riboni ve ark., 1998). Sitoplazmaya girdikten sonra, sfingozin seramidaz

yoluyla tekrar SER’e doniistiiriilebilir (Gillard ve ark., 1998).
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Sekil 2.5. Asit ve alkali SMaz’lar, notral seramidaz ve SK1'i i¢eren hiicre digi SL’lerin metabolik
yollar1 (Tani ve ark., 2007).

Seramid sentezinin dordiincii bir yolunun karaciger mitokondriyasinda ozellikle
ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Bu yolagin anahtar diizenleyici enzimi, sfingozinin ve
a¢il-CoA'nin kondansasyonunu katalizleyen nétral seramidazdir; bu reaksiyon, iki
basamakta gerceklesir. Birinci basamakta palmitoil-CoA, tioesteraz ile
mitokondriyumda palmitat ve CoA'ya hidroliz edilir; sonra nétral seramidaz, ters
seramidaz reaksiyonunda SER olusturmak iizere palmitat ve sfingozini birlestirir
(Novgorodov ve ark., 2011). Seramidazlar; asit, notral ve alkali olmak iizere katalitik
optimal pH araliklari, primer yapisi ve lokalizasyonu ile ayirt edilen ii¢ gruba
ayrilmigtir (Ito, 2003). Asit seramidaz, Ser'in katabolizmasina katkida bulunan bir
lizozomal enzimdir (Wilkening ve ark., 1998). Notral ve alkali seramidazlarin
biyolojik 6nemi c¢ok daha az anlasilmig olsa da, biriken kanitlar su anda bu
enzimlerin uyarict tarafindan indiiklenen hiicresel SER ve sfingozin seviyelerini
diizenledigini onermektedir (Mao ve ark., 2001; Mao ve ark., 2003). Ornegin,

membrana bagli bir enzim olan alkali seramidaz, ER/Golgi bolmelerinde lokalizedir
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ve bu nedenle hiicre i¢i SL’lerin diizenlenmesinde rol oynayabilir (Tani ve ark.,

2005).

Seramid-1-P'nin varligi ilk olarak Dressler ve Kolesnick tarafindan insan l6semi
(HL-60) hiicrelerinde bildirilmistir. Bu arastirmacilar, C1P'nin glikosfingolipidlerden
degil de SM'den tiiretilmis SER’den sentezlendigini bulmuslardir ve SM'den C1P'ye
uzanan spesifik bir yolak oldugunu ileri siirmiislerdir (Dressler ve Kolesnick, 1990).
Seramid 1-P metabolizmasi ile ilgili olarak; memeli hiicrelerindeki SER’i C-1
pozisyonundan fosforile ederek C1P biyosentezini indiikledigi bilinen tek enzim
seramid kinazdir (SERK) (Bajjalieh ve ark., 1989; Sugiura ve ark., 2002). Seramid
kinaz, ilk olarak beyin sinaptik vezikiillerinde Bajjaliech ve arkadaslar tarafindan,
(Bajjalieh ve ark., 1989) daha sonra HL-60 hiicrelerinde Kolesnick ve Hemer
tarafindan bulunmustur (Kolesnick ve Hemer, 1990). Simdi ise ¢ok sayida hiicre
tipinde tanimlanmistir (Gomez-Munoz ve ark., 2016). Seramid kinaz ilk Once
mikrozomal membran fraksiyonunda bulunmus daha sonra sitozolde ve ¢ekirdekte de
bulundugu tespit edilmistir (Mitsutake ve ark., 2004; Simanshu ve ark., 2013).
Diagilgliserol kinaz familyasinin bir iiyesi olan SERK, sadece substrat olarak SER’i
kullanmaktadir. Endoplazmik retikuliimde iiretilen ve spesifik bir SERT ile Golgi
aparatina taginan SER’in SERK ile fosforile edilerek C1P olusturuldugu (Presa ve
ark., 2016); C1P trafiginin Golgi agindan sekretuvar yol boyunca plazma
membranina gegtigi ve burada ekstraseliiler ortamda geri-alig-verise tabi tutuldugu

One stiriilmistiir (Boath ve ark., 2008) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Seramid 1-P biyosentezi ve hiicre dagilimi (Presa ve ark., 2016).

Yapilan ¢alismalarda Seramid kinazin, hiicre biliylimesi ve hiicre sagkalimi tizerinde
birtakim etkilere yol agtifi gozlenmistir. Bununla ilgili ilk ipucu C1Pmin hiicre
proliferasyonunu uyardigi ve (Gomez-Munoz ve ark., 1995; Gomez-Munoz ve ark.,
1997) apoptozu inhibe ettigi gozlemlerdir (Gomez-Munoz ve ark., 2004). Seramid-1-
P'nin hiicre biiyiimesini ve hayatta kalmay1 tesvik ettigi mekanizmalarin bazilar
farkli hiicre tipleri kullanilarak aciga ¢ikarilmistir. Daha sonraki caligmalar,
SERK'nin hiicre biiyiimesi ve Oliimiinli diizenlemesindeki etkilerini dogrulamistir
(Mitra ve ark., 2007). Gogiis ve akciger kanseri hiicre proliferasyonunda SERK’nin
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Mitra ve ark., 2007; Pastukhov ve ark., 2014).
Ek olarak, yiiksek SERK ekspresyonu meme kanserinde kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (Ruckhaberle ve ark., 2009).

Seramid 1-P seviyeleri hem SERK yolundaki senteziyle hem de defosforilasyon ile
tekrar SER’e diizenlenir. Seramid-1-fosfatin defosforile oldugu ag¢ik degildir, ancak
birkag grup arastirmaci hem karaciger hem de beyinde plazma membran
fraksiyonlarinda C1P fosfataz aktivitesi bildirmistir (Boudker ve Futerman, 1993;
Shinghal ve ark., 1993; Brindley ve ark., 2000). Sigan beyninde (Shinghal ve ark.,
1993) ve hepatositlerde (Boudker ve Futerman, 1993) CI1P fosfatazin SERK
varligiyla birlikte tanimlanmasi, SER ve CIPmin hiicrelerde birbirine

doniistiiriilebildigini  onermistir. Her durumda, SERK ve CI1P fosfatazlarinin
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koordineli etkisi ile SER ve CIP diizeylerini kontrol etmek, bu iki SL tarafindan
diizenlenen metabolik veya sinyal yollar1 igin ¢ok dnemli olabilir (Gomez-Munoz,
2006).

Spesifik olarak, g¢esitli SER tiirleri ve metabolitleri, hiicre kaderine yon vererek
proliferasyon, farklilasma ve/veya apoptozis gibi farkli siireglerde iyi bilinen rollere
sahiptir (Wakita ve ark., 1994; Geilen ve ark., 1997; Bektas ve ark., 1998; Takami ve
ark., 1998; Uchida ve ark., 2002; Holleran ve ark., 2006). Seramid baslangicta
inflamatuar yanitlar i¢in bir sinyal molekiilii olarak kabul edilmistir (Pettus ve ark.,
2005). Seramidin major pro-inflamatuar etkisi, memeli hiicrelerinde yaygin olarak
eksprese edilen transkripsiyon faktérii NF-kB'nin  (Niklear faktor-xB)
aktivasyonunu saglamaktir (Nixon, 2009). Memeli hiicrelerinde ¢ok sayida genin
ekspresyonu NF-«xB, tarafindan diizenlenebilir, bu da inflamatuar tepkilere katilan
diger bircok genin up-regiilasyonuna yol acar. Bu pro-inflamatuar genlerin bazilari,
IL-1pB, IL-6 veya IL-8 gibi sitokinleri, monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1) gibi
kemokinleri ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi pro-inflamatuar eikosanoidlerin
sentezinde yer alan pro-inflamatuar enzimleri kodlar (Xiao ve Ghosh, 2005; Nixon,
2009). Bu anlamda SER’ler iyi yerlesmis pro-inflamatuar mediyatorler oldugundan
biyosentezinden sorumlu enzimler, inflamatuar yanitlarin veya inflamasyonla iliskili
hastaliklarin tedavisi i¢in uygun hedeflerdir (Baudiss ve ark., 2015). Bu baglamda,
C1P'nin ilk anti-inflamatuar etkilerinden biri uyarilmig SER iiretiminin
inhibisyonudur. Seramid 1-P'nin anti-inflamatuar etkilerinin, N-SMaz, NF-«B,
matriks  metalloproteaz-9, ve TNF-reseptor-iliskili ~ faktér-2'nin  (TRAF-2)
ekspresyonunun inhibisyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Baudiss ve ark., 2015).
Ek olarak, C1P'nin, giiglii bir TNF-a doniistiiriicii enzim inhibitori (TACE) (Hankins
ve ark., 2011) oldugu belirtilmis bdylece CIP'nin anti-inflamatuar etkisi

vurgulanmistir.

Seramid 1-P'nin anti-inflamatuar  6zellikleri, son raporlar tarafindan da
desteklenmistir. Kester ve calisma arkadaglar1 tarafindan insan embriyonik bobrek
hiicreleri (HEK 293) ile yapilan bir ¢alismada ekzojen olarak ilave edilen C1P’in,
NF-kB'nin transkripsiyonunu azalttigi, IL-6, IL-8 ve IL-1B"in {iretimini inhibe ettigi
gosterilmistir; bdylece eksojen C1P'nin anti-inflamatuar lipit mediyatorii olarak islev

gorebilecegi bildirilmigtir (Hankins ve ark., 2011). Birg¢ok c¢alisma, bagisiklik
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sisteminin gesitli hiicrelerinin emilimi ve aktivasyonuna aracilik etmede SL i¢in bir
role isaret etmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalardaki ilging bir baska gdzlem de, C1P
diizeylerindeki degisikliklerin, sfingozin ve S1P'deki degisikliklerle dogrudan iliskili

oldugu ve C1P’nin, S1P'nin bir 6nciisii olabilecegidir (Simanshu ve ark., 2013).

Seramidlerin N-agil zincirleri, Seramidazlar tarafindan hidroliz edilerek sfingozin ve
SYA diiretilir (EI Alwani ve ark., 2006). Sfingozin, protein kinazlarin ve diger sinyal
yolaklarimin modiilasyonuyla hiicre dongiisiinii inhibe ettiginden ve apoptozisi
indiiklediginden 6nemli bir sinyal molekiilidiir (Merrill ve Stevens, 1989; Ma ve
ark., 2005). Sfingozin ayrica sfingozin kinazlar (SK) i¢in bir substrat goérevi goriir ve
bu nedenle S1P i¢in bir prekiirsor olarak kullanilir. Sfingozin 1-P, SK’lar (SK1 ve
SK2) tarafindan serbest sfingozinin dogrudan fosforilasyonu ile iiretilir (Kohama ve
ark., 1998; Liu ve ark., 2000). Sfingozinin fosforilasyonunu saglayan iki izoenzim
tanimlanmistir. Sfingozin kinaz 1 ve SK2 olarak adlandirilan bu iki izoenzim, farkli
genlerden koken alirken, biiyiikliikleri (sirasiyla 43 kDa ve 65 kDa) yiiksek derecede

benzerlik gosterir.

Bilinen SK’lar hiicre i¢i enzimlerdir ve S1P genellikle hiicre i¢i olarak iiretilir, fakat
ayni zamanda hiicre dis1 bir mediyator olarak da islev gérmektedir (Yatomi ve ark.,
1997). Sfingozin-1-P, hem S1P1-5R olarak adlandirilan 5G protein bagli hiicre yiizey
reseptorleri ile hem de reseptorlerinden bagimsiz olarak hiicre i¢i etkilere sahiptir
(Olivera ve ark., 2003; Rosen ve Goetzl, 2005). Topolojik olarak, SK1 sitoplazmada
lokalize iken; SK2, hiicre tipine bagh olarak ER, mitokondri veya niikleus dahil
cesitli hiicre boliimlerinde bulunabilir (Spiegel ve Milstien, 2007). Dahasi, SK1
salgilanabilir ve plazma S1P seviyelerine katkida bulunabilirken; SK2 sadece sitozol
ve niikleusta hiicre i¢i olarak bulunur. Ilgingtir ki, SK1 ve SK2 cok yakindan
iliskilidir ve her ikisi de S1P iretmek igin sfingozini fosforile eder. Ancak hiicre
sagkalimi ve SL metabolizmasi tizerinde farkli etkileri oldugu goriilmektedir (Hait ve
ark., 2005; Maceyka ve ark., 2005). Her iki kinazin etkisiyle tiretilen S1P'nin karsit
biyolojik etkilere yol agabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, kabul edilen bir ¢alisma
hipotezine gore, SK1'in etkisiyle olusan sitosolik S1P, hiicre proliferasyonunu
uyardigi ve de novo SER sentezini inhibe ettigi, ER-lokalize SK2 izoformu ile
tiretilen S1P’1n ise SER sentezini tesvik ettigi gosterilmistir (Maceyka ve ark., 2005).

S1P hiicre biiylimesini ve hayatta kalmay1 tesvik ettigi ve hiicre gocii, anjiyogenez ve
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bagisiklik fonksiyonunda rol oynadigi icin SER’in etkilerini antagonize eden etkilere
sahiptir (Spiegel ve Milstien, 2003). Timor nekrozis faktor-o kaynakli COX-2 ve
prostaglandin E2 tiretimi i¢in SK1 ve SI1P gereklidir (Pettus ve ark., 2003). Yapilan
bir ¢alismada S1P’nin, romatoid artritte pro-inflamatuar NF-xB reseptor aktivator
ligandinin (RANKL) ekspresyonunu upregiile ettigi (Takeshita ve ark., 2012), akut
inflamasyonda vaskiiler permeabilite ve hiicre alimin1 modiile ettigi gosterilmistir
(Roviezzo ve ark., 2011). Ustelik S1P diizeylerinin inflamatuvar artritli bireylerde

yiikseldigi gosterilmistir (Lai ve ark., 2010).

Sfingozin  kinaz  2'nin  inflamatuar mekanizmasi, NF-«kB aktivasyonunu,
proinflamatuar sitokin/kemokin {iretimini, adezyon molekiil ekspresyonunu,
monosit/makrofajlarin ve nétrofillerin infiltrasyonunu, fokal nekrozu ve apoptozu
icerir (Liu ve ark., 2012). Ayrica SK2’nin karaciger transplantasyonu sonrasi
inflamasyon ve greft yaralanmasi baglaminda da islev gordigii ve karaciger
transplantasyonu sonrasi hepatik S1P seviyelerini artirdigi bulunmus, SK2
aktivitesinin inhibe edilmesi ile S1P artisinin ortadan kaldirilabildigi ifade edilmistir

(Liu ve ark., 2012).

Sfingozin-1-P'nin hiicresel seviyeleri biiyilk oranda sfingozin olusumundan SK
aktivitesiyle, daha az bir olgiide S1P liyaz tarafindan degrade edilmesiyle kontrol
edilir. Cogu hiicrede, S1P olusumu ve bozunmasi arasindaki bu denge, hiicrede
diisiik bazal S1P seviyelerine yol acar. Bununla birlikte, hiicreler spesifik biiyiime
faktorlerine ve diger agonistlere maruz kaldiklarinda, SI1P seviyeleri, hiicrede SK
aktivitesindeki hizli degisikliklerin dogrudan bir sonucu olarak hizla ve gegici olarak
artabilir (Leclercq ve Pitson, 2006). Sfingozin-1-P'deki bu artis ve bunun
downstream sonuglari, SK inhibitorlerinin eklenmesi veya dominant negatif SK

ekspresyonu ile 6nlenebilir (Pitson ve ark., 2000).

Son yillarda S1P aracili hiicre sinyallemesi ile ilgili raporlarda; sfingozin 6nemli bir
fizyolojik regiilator olsa da, protein kinaz C'yi inhibe edebilmektedir. Hiicre
siklusunu ve apoptozu indiikleyebildigi i¢cin de S1P'nin hiicre biiyiimesi ve hayatta
kalma, anjiyogenez, vaskiilojenez, norotogenez ve immiin fonksiyonlarda farkl

rolleri vardir (Chalfant ve Spiegel, 2005).
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Sekil 2.7. S1P yapis1 ve islevi. (A) S1P'nin yapisi, (B) Inflamatuar yanitta S1P tutulumunun diyagranm
(Chiricozzi ve ark., 2018).

Akne vulgaris etiyolojisi ve tedavisindeki SYA’nin etkilerine ek olarak, akne
hastalarmin  cildinde  goriilen iltihaplanmalarda  bireysel  biyoaktif lipit
mediyatorlerinin de yer aldigina dair kanitlar ortaya ¢ikmaktadir (Wertz ve ark.,
1985). Buna ornek olarak akne tedavisi ig¢in uygulanan retinoid terapinin basarisi
verilebilir. Retinoid uygulamasinin, SL biyosentezinde ve bazi SER’lerde yer alan
birkag enzimin gen ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2009).
Ayrica, fitosfingozinin topikal olarak uygulanmasi ile birlikte anti-bakteriyel ve anti-
inflamatuar etkiler goriilmiis ve semptomlarda belirgin bir azalma kaydedilmistir. Bu
sebeple akne tedavisi igin uygun bir potansiyele sahip goriinmektedirler (Pavicic ve
ark., 2007).

Bu durumda degisen lipid profilleri ile patolojik deri kosullar1 arasindaki baglantilar
ortaya ¢iktik¢a epidermal bariyer biitinliigiinii korumada SL metabolitleri olduk¢a
onemli kabul edilmektedir ve immiin hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde

Kilit rollere sahiptirler.
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Calismamizda kronik inflamatuvar bir rahatsizlik olan AV’li hastalarda SL
metabolizmasinda yeri olan biyoaktif lipid Oncii molekiillerinin seviyelerinin

inflamatuar yolaga etkisini inceledik.

Calismamiz, literatiirde AV’de serum SL metabolitlerinin, dolasimdaki seviyelerinin
inflamatuar yolaga etkisini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamasindan dolay1
son derece Ozgiindiir. Bu anlamda calismamizdan elde edilen verilerin literatiire

onemli katkilar saglayacagi ve ileriki ¢calismalara yon gosterecegi diisiiniilmektedir.

23



3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Gruplandirma

Hasta grubu, 18-40 yaslar1 arasinda, dermatoloji klinigine bagvuran 30 kadin hastayi
kapsamaktadir. Hastalik aktivitesi kiiresel akne derecelendirme sistemi (GAGS)
Kriterleri tarafindan belirlenmistir (Doshi ve ark., 1997). GAGS skoru hastalik
aktivitesi kullanilarak belirlenmistir ve hastalara orta veya siddetli akne teshisi
konulmustur. Kontrol grubu, 19-40 yaslar1 arasinda 20 kisi yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis saglikli denekler igermektedir. Calismaya dahil edilen hastalar ve
kontroller son ii¢ ay i¢inde sistemik veya topikal ila¢ tedavisi almamus, sistemik ila¢
kullanim1 Gykiisii yoktur ve sigara igme aligkanligi yoktur. Bu calisma Antalya
Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Helsinki
Beyani’na uygun olarak gerceklestirilmistir. Kontrollerden ve akne hastalarindan
aliman vendz kan numuneleri toplanmistir. Kontrol ve hasta gruplarindan alinan

serumlar analiz edilene kadar -80°C'de saklanmustir.

3.2.  Laboratuvar Olciimleri
Total kolesterol ve TG diizeyleri, otoanalizor kullanilarak standart kit yontemleri ile

analiz edilmistir (Beckman Coulter AU5800 Clinical Chemistry).

3.2.1. Serum Sfingomiyelin ve Seramidlerinin Olciimleri

Optimize edilmis MRM yontemi, daha dnce tarif edildigi gibi MS/MS ile birlesen
UFLC kullanilarak gelistirilmistir (Unal, Ozcan et al. 2017). N-palmitoil-D-eritro
sfingozilfosforilkolin [C16-SM], N-lignoaseroil-D-eritro sfingozilfosforilkolin (C24
SM), N-palmitoil-D-eritro-sfingozin (C16 CER), N-stearoil-D-eritro-sfingozin (C18
CER), N-arasidoil-D-eritro-sfingozin (C20 CER), N-behenoil-D-eritro-sfingozin
(C22 CER) ve N-lignoseroil-D-eritro-sfingozin (C24 CER) igin standartlar Avanti
Polar Lipids'den satin alinmistir (Alabaster, AL, USA). Etiketli C16 CER d18:1/16:0
(Palmitoyl-U-13C16) internal standarti Cambridge Isotope Laboratuvarlarindan
(Andover, MA, ABD) elde edilmistir. Her bir SL standardinin ¢ozeltileri, 40°C'de,
metanolde (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) hazirlanmistir. Ultra hizli sivi
kromatografisi sistemi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japonya) bir
LCMS-8040 triple quadrupole kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation,
Japonya) ile birlestirilmistir. Kromatografik ayirmalar 60°C'de muhafaza edilen bir
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yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kolonu (XTerra C18, 2.1 mm X 50
mm, Waters, MA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Sfingolipidler, 0.45 ml/dak

akis hizinda bir eliisyon gradienti kullanilarak ayrilmistir.

Mobil fazlar ise; solvent A:10 mM amonyum format ile su-asetonitril-2-propanol
(8:1:1, v/viv) ve solvent B: asetonitril-2-propanol (9:1, v/v) seklinde hazirland:.
Gradyan programinda solvent B; %65 (0-2 dk), %90 (2.01-13 dk), %100 (13.01-20
dk) ve %65 (20.1-23 dk) olarak kullanilmistir. Bilesiklerin optimize edilmis MRM
sistemindeki gegisleri ve yanitlari, pozitif elektrosprey iyonizasyonunda (ESI) tek tek
otomatik olarak optimize edilmistir. Analiz edilen tiim SL’ler i¢in pozitif ESI-MS

modu prekiirsor ve lirlin m/z degerleri asagidaki gibidir:

C16 SM, prekiirsér m/z: 703.30, iirin m/z: 184.20;
C18 SM, prekiirsér m/z: 731.40, iirtin m/z:184.20;

C24 SM, prekiirsor m/z: 815.50, iirlin m/z: 184.20;
C16 SER, prekiirsér m/z: 538.50, iiriin m/z: 264.40;
C16 SER*IS, prekiirsor m/z: 554.30, {iriin m/z: 264.30;
C18 SER, prekiirsor m/z: 566.30, {iriin m/z: 264.40;
C20 SER, prekiirsor m/z: 594.60, iiriin m/z: 264.50;
C22 SER, prekiirsér m/z: 622.60, iiriin m/z: 264.40;
C24 SER, prekiirsor m/z: 650.40, iiriin m/z: 264.30.

Analiz edilen SL’lere verilen yanitlar, 39-625 ng/ml'den lineer bir kalibrasyon

araligina ve 23 dakikalik bir 6rnek analiz siiresine optimize edilmistir.

3.2.2. Kiitle Spektrometre Analizi i¢in Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Serum SL ekstraksiyonu daha 6nce tarif edildigi gibi yapilmistir (Tuzcu, Unal et al.
2017). 500 pl serum 6rnegi 1:20 (v/v) oraninda distile suda diliie edildi ve {izerine
Sug/ml internal standart soliisyonundan 2 ul ilave edildi. Ornekler kisaca
vortekslenip 375 pl kloroform/metanol (1:2, v/v) eklendi. Ornekler 30 sn siiresince
sonike edildi ve 100 pl su ilave edildi. Bu karisim 5 dakika vortekslendi ve oda
sicakliginda 30 dakika boyunca bekletildi. Karigim, 2000g‘de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra silipernatanti1 ayrildi ve 125 pl kloroform ile 125 pl su eklendi.
Ornekler tekrar vortekslendi ve faz ayrimi icin 30 dakika boyunca oda i1sisinda

bekletildi. Ust organik tabaka cam tiiplere aktarildi ve oda sicakliginda, yiiksekligi
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ayarlanabilen gaz dagitim iinitesinde sabit bir azot akimi altinda buharlagtirildi
(VLM, Bielefeld, Germany). Kurutulmus kalintt 100 ul metanol i¢inde ¢o6ziildii ve
kolon igerisine 10 ul enjekte edildi.

3.2.3. Nétral Sfingomiyelinaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Notral SMaz aktivitesi SMaz test kitiyle serumda Olcilildii. (Abcam,
Catalog#ab138876, Cambridge, UK). Kit, SM'nin hidrolizinden {iretilen fosfokolin
miktarini belirlemek i¢in kolorimetrik bir prob kullanir. Olusturulan renk 655 nm'de
kolorimetrik olarak olgiiliir. Sfingomiyelinaz standartlarinin bilinen miktarlarinin
absorbans degerleriyle standart egrisi olusturulmustur. Orneklerdeki SMaz aktivitesi

(mU/mL), standart egri tizerinden ilgili absorbans degerlerinden hesaplanmustir.

3.2.4. Seramid-1-Fosfat Seviyelerinin Ol¢iimii

Seramid-1-fosfat seviyeleri serumda bir ELISA kit ile dl¢iilmistir (MyBioSource,
Catalog#MBS2601367, CA, USA). Bir kati faz insan monoklonal antikoru ile
yakalanan serum C1P, biyotin etiketli poliklonal antikor ile tespit edilir. Biyotinile
edilmis antikoru baglamak icin bir avidin peroksidaz konjugati eklenir. Bir TMB
substrat1 eklenmis ve olusan sar1 Uriin 450 nm'de Ol¢ilmiistiir. Bilinen C1P
standartlarinin absorbans degerlerinin standart egrisi, GraphPad Prism Software
Windows version 5.03 programi kullanilarak C1P standart konsantrasyonlarinin bir
fonksiyonu olarak cizilmistir (GraphPad Software Inc.). Orneklerdeki C1P miktari,

standart egri lizerinden karsilik gelen absorbans degerlerinden hesaplanmaistir.

3.2.5. Sfingozin-1-Fosfat Seviyelerinin Ol¢iimii

Sfingozin-1-fosfat seviyeleri serumda bir ELISA kit ile 6l¢iildii (Fine Biotech Co.
Ltd., Wuhan, China). Bir kat1 faz insan monoklonal antikoru ile yakalanan serum
S1P, biyotin etiketli poliklonal antikor ile tespit edildi. Biyotinile edilmis antikoru
baglamak i¢in bir streptavidin peroksidaz konjugati eklenmistir. Bir TMB substrat
eklenmis ve olusan sar1 iiriin 450 nm'de Ol¢iilmiistiir. Bilinen S1P standartlarinin
absorbans degerlerinin standart egrisi, GraphPad Prism Software Windows version
5.03 programi kullanilarak S1P standart konsantrasyonlariin bir fonksiyonu olarak
cizilmistir (GraphPad Software Inc.). Orneklerdeki S1P miktari, standart egri

tizerinden karsilik gelen absorbans degerlerinden hesaplanmistir.
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3.3. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz, istatistik yazilimi SigmaStat 2.0 siiriimii kullanilarak yapildi. Her

Ol¢tim i¢in istatistiksel analiz, sekil ve tablo metninde ac¢iklanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Populasyonu Ozellikleri ve Kan Lipit Profili

Kontrol grubu kadinlardan olugmaktadir. Kontrol grubundaki yas ve viicut kitle
indeksi ortalamasi+SD sirasiyla 28.45-6.92 yil ve 23.91-4.04 kg/m? idir. Hasta grubu
da kadinlardan olusmaktadir. Hasta grubundaki yas ve viicut kitle indeksi
ortalamasi+SD sirasiyla 23.83-5.61 yil ve 22.86-4.49 kg/m? “dir. Toplam kolesterol
icin anlaml bir fark bulunmazken, TG diizeyleri akne hastalarinda kontrollere gore

anlamli olarak artmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Akne vulgaris ve kontrol grubunda demografik bulgular ve lipid degerleri

Parametre Kontrol Akne Vulgaris
ortalama +SD ortalama £SD
(n=20) (n=30)

Yas (yil) 28,45 +6,92 23,83 +5,61

VKI (kg/m?) 23,91 +4,08 22,86 +4,49

TC (mg/dl) 178,60 +44,50 167,67 £30,82

TG (mg/dl) 61,95 +19,43 84,63 +41,88*

VKI, viicut kiitle indeksi; TC, total kolesterol; TG, trigliserid.
*p=0,022 Akne grubu ile kontrol grubu karsilastiriimasi.
Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Mann-Whitney Rank

Sum Testi ile yapilmistir.

4.2.  Sfingomiyelin ve Seramid Seviyeleri

Sfingomiyelinlerin ve SER’lerin serum seviyeleri tablo 4.2 ve tablo 4.3’te sirasiyla
verilmistir. Akne hastalarinda C16 SM'lerinin serum diizeylerinde kontrollere gore
anlamli bir artis gozlenmistir. Iki grup arasinda C18 ve C24 SM seviyelerinde
anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.1.). Akne hastalarinda ve kontrollerde ¢ok
uzun zincirli C24 SER anlamli olarak azalmistir. Uzun zincirli C16-C20 SER
seviyeleri kontrol ve hasta gruplar1 arasinda anlamli bir fark olusturmamistir (Sekil
4.2.). Serum TK diizeyleri ve olgiilen tiim SM ve SER degerleri arasinda anlaml

olarak pozitif korelasyon bulunmustur (Sekil 4.3.).
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Tablo 4.2. Serum sfingomiyelin diizeyleri

Sfingomyelin Kontrol Akne Vulgaris
(ng/ml) (n=20) (n=30)

16:0 SM (d18:1/16:0) 520,69 £101,65 579,59 £94,11*
18:0 SM (d18:1/18:0) 151,69 +62,39 149,28 +45,45
24:0 SM (d18:1/24:0) 213,03 +134,84 185,31 +£49,35

SM; sfingomyelin.

16:0 SM, (d18:1/16:0) N-palmitoil-D-eritro sfingozilfosforilkolin
18:0 SM, (d18:1/18:0) N-stearoil-D-eritro-sfingozilfosforilkolin
24:0 SM, (d18:1/24:0) N-lignoaseroil-D-eritro sfingozilfosforilkolin
* p=0,047 Akne grubu ile kontrol grubu karsilastiriimast.

Sonuglar ortalamla+SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Student-t Testi ile

yapilmustir.

Tablo 4.3. Serum seramid diizeyleri

Seramid Kontrol Akne Vulgaris
(ng/ml) (n=20) (n=30)

C16 Seramid (d18:1/16:0) 1752,66 £ 806,10 1533,07 £413,45
C18 Seramid (d18:1/18:0) 337,38 176,64 373,33 £ 213,87

C20 Seramid (d18:1/20:0) 748,74 + 284,32 722,46 249,72

C22 Seramid (d18:1/22:0) 3876,67 % 2334,20 476,52 £ 2059,77
C24 Seramid (d18:1/24:0) 16801,38 + 5933,80 13217,25 + 4470,49*

16:0 Seramid, (d18:1/16:0) N-palmitoil-D-eritro-sfingozin
18: 0 Seramid, (d18:1/16:0) N-stearoil-D-eritro-sfingozin

20: 0 Seramid, (d18:1/20:0) N-arasidoil-D-eritro-sfingozin
22: 0 Seramid, (d18:1/22:0) N-behenoil-D-eritro-sfingozin
24: 0 Seramid, (d18:1/24:0) N-lignoseroil-D-eritro-sfingozin
* p=0,045 Akne grubunun kontrol grubu ile karsilastiriimasi

Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Mann-Whitney Rank

Sum Testi ile yapilmistir.
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Sekil 4.1 Akne vulgaris ve kontrol grubunda serum sfingomiyelin diizeylerinin grafigi
A) 16:0 SM (d18:1/16:0) serum seviyeleri B) 18:0 SM (d18:1/18:0) serum seviyeleri C) 24:0 SM
(d18:1/d24:0) serum seviyeleri SM:sfingomiyelin. *p=0,047 Akne ile Kkontrol grubunun
karsilastirilmasi. Grafikte kutunun sifira en yakin sinin yiizdelik dilimde 25’1 gosterir. Kutu igindeki
¢izgi medyan1 gosterir ve kutunun sifirdan en uzak sinirini isaretleyerek yiizde 75°lik bir alani ifade
eder. Kutunun iistiindeki ve altindaki isaretler yiizde 10’luk ve 90°lik dilimleri gosterir.

[statistiksel analiz Student-t Testi ile yapilmustir.
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Sekil 4.2. Akne vulgaris ve kontrol grubunda serum seramid diizeylerinin grafigi
A)16:0 seramid (d18:1/16:0) serum seviyeleri B)18:0 Seramid (d18:1/18:0) serum seviyeleri C) 20:0
Seramid (d18:1/20:0) serum seviyeleri D) 22:0 Seramid (d18:1/22:0) serum seviyeleri E) 24:0
Seramid (d18:1/24:0) serum seviyeleri * p=0,045 Akne grubunun kontrol grubu ile karsilastirilmasi

Sonuglar ortalama+SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz Mann-Whitney Rank

Sum Testi ile yapilmistir.
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Sekil 4.3. Serum seramid ve sfingomiyelin seviyeleri ile total kolesterol seviyelerinin korelasyonu A)
16:0 SM (d18:1/16:0) B) 18:0 SM (d18:1/18:0) C)24:0 SM (d18:1/d24:0) D) 16:0 seramid
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(d18:1/16:0) E)18:0 Seramid (d18:1/18:0) F) 20:0 Seramid (d18:1/20:0) G) 22:0 Seramid
(d18:1/22:0) H) 24:0 Seramid (d18:1/24:0)

Korelasyonlar lineer regresyon analizi ile degerlendirilmistir. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.3.  Serum Nétral Sfingomiyelinaz Aktivitesi

Akne hastalarinda (n=30) (17.95+6.63 mU/dL) olgiilen serum N-SMaz aktivitesi
(ortalama+SD) kontrollere gore (n=20) (18.1945.31 mU/dL) anlaml1 olarak farklilik
gostermemistir (p=0.73) (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4 Serum noétral sfingomiyelinaz (N-SMaz) aktivitesi

Istatistiksel analiz Mann-Whitney Rank Sum Testi ile yapilmistir.

4.4.  Serum Seramid -1-Fosfat Seviyeleri

Akne hastalarinda (n=30) (24.414+5.81 ng/ml) o&lgiilen serum CI1P seviyeleri
(ortalama+SD) kontrollere gore (n=20) (21.47+3.98 ng/ml) anlamli olarak artig
gostermistir (p=0.049) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Serum seramid -1-P seviyeleri * p =0.049

Istatistiksel analiz Student-t Testi ile yapilmustir.

4.5.  Serum Sfingozin -1-Fosfat Seviyeleri
Akne hastalarinda (n=30) (6.89+1.55 ug/ml) oOlgiilen serum SI1P seviyeleri
(ortalama+SD) kontrollere gore (n=20) (7.50+2.23 ug/ml) anlamli olarak bir
farklilik gostermemistir (p=0.084) (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Serum sfingozin -1-P seviyeleri
* p=0.084

[statistiksel analiz Student-t Testi ile yapilmustir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, AV hastalarindan ve kontrollerden elde edilen serumlarda C16-C24
SM, C16-C24 SER, S1P, C1P ve N-SMaz aktivitesinin dolasim diizeylerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica lipit profili hem kontrol hem de AV grubunda

belirlenmistir.

Transepidermal su kaybinin énlenmesinde biiyiik role sahip oldugu bilinen SL’lerin
AV lizerindeki rolleri oOnemlidir. Epidermiste azalan su miktar1 bariyer
fonksiyonunda degisiklige neden olmaktadir ve folikiiler epitelyumun hiperkeratoza

yol agmasi sonucu komedon olusumu gozlenebilmektedir (Yamamoto ve ark., 1995).

Tiim hastalarin ve kontrollerin viicut kitle indeksi (BM1)<30 kg/m? idi. Calismaya
alinan hasta ve kontrol gruplarinda herhangi bir karaciger hastaligi, bobrek fonksiyon
bozuklugu, koroner kalp hastaligi, periferik arter hastaligi, inme, tiroid disfonksiyonu
ve enfeksiyoz hastalik oykiisii bulunmamaktaydi. Bu c¢alismada iki grup arasinda
serum TG seviyesinde belirgin bir artis oldugunu bulduk. Elde edilen sonuglarimiz
son zamanlarda yapilan kismen siddetli ve orta derecede aknesi olan hastalarin,
saglikli kontrollere gore serum TG diizeylerinin anlamli derecede yiiksek oldugunu

bildiren ¢alismanin sonuglart ile kismen uyumludur (Jiang ve ark., 2015).

Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, AV hastalarinda LC-MS/MS ile yapilan ilk serum
sfingolipidomik  analizidir. ~ Sfingomiyelinlerin  agil  zincir uzunlugu ile
nicelendirilmesi, se¢ilen SM tiirlerinden etkilenen mekanistik yolaklarin anlagilmasi
acisindan degerlidir. Bir lipit tiiriiniin karbon zinciri uzunlugu, belirli fonksiyonlarla
farkli sekilde iliskili olabileceginden, farkli acgil zincir uzunluklarina sahip 3 SM
tiriinii inceledik. Akne hastalarinin serum C16 SM diizeylerinde kontrol grubuna
gore anlamli bir artig saptadik ancak bu iki grup arasinda 18-24C’lu SM diizeylerinde
anlaml bir fark bulamadik. Sonuglarimiz, SM'lerin genellikle C16-C24 karbon zincir
uzunluguna sahip yag asitleri igerdigini gosteren Onceki bir ¢alismayi
desteklemektedir. Bu da ¢ogunlukla yag asidi bileseni olarak palmitik asit (C16)
icerdigini gostermektedir (Kitano ve ark., 1996). Epidermal SM'lerin uzun zincirli
yag asidi (C22-26 SM), kisa zincirli yag asidi (birincil olarak C16 SM) ve kisa
zincirli alfa hidroksi yag asidi (C16-18 SM) gibi karakteristik yag asidi bilesimleri ile
ti¢ ana alt fraksiyondan olustugu bildirilmistir (Uchida ve ark., 2000).
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Her bir epidermal SM tiirliniin fonksiyonel rolii heniliz ¢6ziilememis olmasina
ragmen, SM tiirlerinin SC membran yapisi ve islevi i¢in kritik bir 6éneme sahip
oldugu goriilmektedir. Epidermal yilizey lipidlerinin g¢ogunun sebasdz kokenli
oldugunu belirtmek gereklidir (Pappas, 2009). Bununla birlikte, cildin sistemik lipid
metabolizmasindaki anormallikleri de yansittigini kabul etmek c¢ok Onemlidir.
Vitamin ve mineraller gibi lipitler de sistemik sirkiilasyon yoluyla cilde
verilmektedir. Ornegin, eriiptif ksantomlar serum TG diizeylerinde belirgin
yiikselmeler ile iliskiliyken (Gillian Roga, 2016) diizlemsel ksantomlar ailesel
disbetalipoproteinemiyle iliskilidir (Burnside ve ark., 2005). Bu nedenle, ksantomun
varlig1 lipid ve lipoprotein metabolizmasinda bozukluk tanisina izin veren kutanoz
belirte¢ olabilir (Bennett, 2001). Sebum analizi ayrica, cilt yiizeyinde kesin olarak
diyetten gelen esansiyel yag asitleri, linoleik (18:2, A9,12) ve a-linoleik asitin (18:2,
A9,12,15) de bulundugunu gostermistir (Nicolaides, 1974). Daha kisa N-agil yag
asidi iceren SM'lerin epidermal SL fonksiyonuna 6nemli 6lgiide katkida bulundugu
one siriilmiigtiir. Bu kisa zincirli SL tiirlerinin, sinyal yollarinda yer aldigi veya
epidermal farklilagmanin sonraki asamalarinda bozunabilecegi diisiiniilmektedir

(Wertz ve Downing, 1983).

Elde ettigimiz sonuglara gore, dolasimdaki SM tiirlerinin ayrimi i¢in dolagimdaki
SER'lerin baskin olarak ¢ok uzun zincirli yag asitleri (C22-24 SER) icerdigini
gordiik. Bu verimiz, epidermal SM tiirlerinin aksine, epidermal glukozilseramidlerin
ve SER'lerin ¢ok uzun zincirli yag asitleri icerdigini gosteren Onceki ¢aligmalarla
uyum gostermektedir (Wertz ve Downing, 1983) ve SM onciilerinden spesifik
SER’lerin iiretiminde farkli metabolik yollarin olabilecegini desteklemektedir. Cok
uzun zincirli C24 SER’in akne hastalarinda kontrollere gére anlamli derecede
azaldigini gozlemledik. Insanlarda mikro damar sistemi, 1s1 regiilasyonu igin zengin
bir sekilde gelismistir. Bu nedenle, insan derisinin kani besleyebilmesi, beslenme
ihtiyaglarin1 karsilayabilmesi i¢in gerekli olanin ¢ok iizerindedir (Johnson ve ark.,
2016) Dolayisiyla, AV’li hastalarda gozlenen artmig serum C16 SM ve azalan serum
C24 SER diizeyleri de sebase diizeylerine yansiyabilir. Bulgularimiz genel olarak,
hafif ve orta derecede AV olan hastalarin SC’deki toplam SER'lerin anlamli olarak
daha diisiik yiizdelik oranii bildiren bir 6nceki ¢alisma ile paraleldir (Yamamoto ve
ark., 1995). Bildirilen bu g¢alismada, akne ve kontrol gruplarinda SC’nin

transepidermal su kaybi Olciilerek su bariyeri fonksiyonu da degerlendirilmistir.
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Bariyer disfonksiyonunun folikiiler epitelyumun hiperkeratozu ile eslik etmesi
nedeniyle, bozulmus su bariyeri fonksiyonunun komedon olusumu i¢in sorumlu
olabilecek SER'lerin azalmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmistir (Yamamoto
ve ark., 1995). Bu baglamda, AV hastalarinda deri SL diizeylerini aydinlatabilmek

icin daha ileri bir analiz gereklidir.

Diger ¢alismalarla benzer sekilde tutarli olarak (Yeboah ve ark., 2010; Vaarhorst ve
ark., 2011), hem kontrol hem de hasta gruplarinda serum TK diizeyleri ile dlgiilen
tim SM ve SER'ler arasinda anlamli olarak pozitif korelasyon saptadik. Ayni
sekilde, aterosklerozun varliginin ve/veya ciddiyetinin deri yiizeyindeki kolesterol
seviyelerini 6l¢erek yansiyabilecegini gosteren bir dizi ¢aligma vardir. Koroner arter
hastalig1 tanisi i¢in standart bir prosediir olusturularak kosu bandinda yapilan stres
testi ile cilt ylizey kolesterolii arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (Bennett,
2001). Daha sonra cilt kolesterol igeriginin Framingham risk tahmini ile korele

oldugu bildirilmistir (Mancini ve ark., 2002).

Akne hastalarinda Slgiilen serum N-SMaz aktivitesi kontrollere gore anlamli olarak
bir farklilk gostermemistir. Sfingomiyelinaz, SM’nin fosfokolin ve SER'e
donitismesinden sorumlu bir enzimdir. Katyon bagimliliklarina ve pH optimuma goére
bes tip SMaz belirlenmistir (Bienias ve ark., 2016). Bunlar; lizozomal a-SMaz,
sekretuar ¢inko-bagli a-SMaz, magnezyum bagli N-SMaz, magnezyum-bagimsiz N-
SMaz ve alkali SMaz’dir. Bes tip arasinda, lizozomal a-SMaz ve magnezyum
bagimli N-SMaz, strese hiicresel cevapta SER iiretimi i¢in baslica adaylar olarak
kabul edilir (Bienias ve ark., 2016). Dis epidermis bol miktarda SMaz aktivitesi igerir
(Kusuda ve ark., 1998). Caligsmalar, normal cilt bariyeri fonksiyonunun bir SER
havuzu olusturmak i¢in SMaz aktivitesi gerektirdigini gostermistir (Schmuth ve ark.,
2000). Notral-SMaz'nin dolasim aktivitesi AV hastalarinda anlamli olarak farkli
olmasa da, dolasimdaki SER diizeylerinin azalmasi, epidermal SM'ler i¢inde artmis
SER degradasyonuna baglanabilir. Calismalar gostermistir ki, P.acnes, keratinositlere
sitotoksisite kazandirabilen SMaz ile iliskili ko-hemolitik aktiviteye sahip bir
sekretuar proteine sahiptir (Nakatsuji ve ark., 2011). Ayrica, desipramin ile sistemik
tedavi ile a-SMaz inhibisyonu, P.acnes ile intradermal enjeksiyonun neden oldugu

enflamatuar reaksiyonlar1 6nemli 6lglide azaltmistir (Nakatsuji ve ark., 2011).
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Bildigimiz kadartyla, bu, AV hastalarinda CI1P'nin serum diizeylerini bildiren ilk
calismadir. Akne hastalarinda 6lgiilen serum C1P diizeyleri kontrollere gére anlamli
olarak artmustir. Sfingomiyelinaz ile iiretilen SER, daha sonra C1P'ye metabolize
edilir. C1P, SER'nin SERK ile dogrudan fosforilasyonu yoluyla sentezlenir ve
dolasima birakilabilir (Gomez-Munoz ve ark., 2016). Seramid-1-P ve S1P gibi
biyoaktif SL metabolitleri, keratinositlerin ve bagisiklik hiicrelerinin biyolojik
modiilasyonunda yer alir (Wijesinghe ve ark., 2014). Bu nedenle SL
metabolizmasinin diizensizligi, Psoriasis vulgaris ve atopik dermatit gibi inflamatuar
cilt hastaliklarinda tanimlanmigtir (Kleuser ve Japtok, 2013). Ekstraseliiler C1P,
MCP-1 salgilanmasina yol acan mitojen aktif protein kinaz (MEK)/ERK ve
fosfoinositid 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K)/PKB yollarinin miiteakip aktivasyonunu
ve putatif Gi protein-bagli reseptor ile etkilesimini igeren bir mekanizma yoluyla

hiicre gogiinii uyarir (Gangoiti ve ark., 2008).

Seramid sfingozine seramidazlar tarafindan pargalanabilir, bu da SK’lar tarafindan
S1P'ye fosforile edilebilir (Gomez-Munoz ve ark., 2016). Biz c¢alismamizda,
dolasimdaki serum S1P'nin kontrollere gore anlamli derecede farkli olmadigini
gozlemledik. Dolagimdaki S1P'nin biiyiik kismu eritrositler, 16kositler, hepatositler ve
vaskiiler endotelyal hiicrelerden gelir (Ksiazek ve ark., 2015). Sfingozin-1-P dolasim
sisteminde hiicre-spesifik tasiyicilar tarafindan hiicrelerden ihrag edilerek
kompartmanlara ayrilir. Plazmada ¢ogu S1P, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
ve alblimin gibi protein tasiyicilarina baglanirken daha az miktar1 ise oldukga diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) ve diisiik yogunluklu lipoproteine (LDL) baglanir
(Proia ve Hla, 2015). Sfingosin-1-fosfat’in diger hiicre tiplerinin ¢ogundan farkli
olarak, epidermal hiicreler ftizerindeki etkisi ¢ok onemlidir. Sfingosin-1-fosfat,
keratinosit proliferasyonunu inhibe ederek keratinosit diferansiyasyonunu ve gogiinii
indiikler. Bu durum yaralarin tekrar epitelizasyonunda S1Pmin rol oynadigini

gostermektedir (Herzinger ve ark., 2007).

Ozetle bizim ¢alismamiz, AV hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla 16 SM ve
C1P’nin dolasimdaki seviyelerinin anlamli olarak arttigini, C24 SER’in dolagimdaki
seviyelerinin ise anlamli derecede azaldigini gostermektedir. Akne hastalarinda, SL
metabolizmasinin aydinlatilmasi ve akne arasindaki serolojik baglantilar igin yeni

biyobelirteglerin tanimlanmasinda sfingolipidomik analizler 6nem kazanmaktadir.
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6. SONUCLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Akne wvulgarisli hastalarin ve kontrol grubunun kan lipit profili
degerlendirildiginde TK i¢in anlamli bir fark bulunmazken, TG diizeyleri akne
hastalarinda kontrollere gore anlamli olarak artmigtir.

2. Akne hastalarinda serum SER ve SM diizeyleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; C16 SM'lerin serum diizeylerinde kontrollere gore anlamli bir
artis gozlenmistir. Iki grup arasinda C18 ve C24 SM seviyelerinde anlaml1 bir fark
bulunmamaistir. Akne hastalarinda ve kontrollerde ¢cok uzun zincirli C24 SER anlaml
olarak azalmistir. Uzun zincirli C16-C20 SER seviyeleri kontrol ve hasta gruplar
arasinda anlamli bir fark olusturmamistir. Serum TK diizeyleri ve 6l¢iilen tim SM ve
SER degerleri arasinda anlaml olarak pozitif korelasyon bulunmustur.

3. Akne hastalarinda olgiilen serum N-SMaz aktivitesi kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamustir.

4. Akne hastalarinda 6lgiilen serum CIP seviyeleri kontrollere gore istatiksel
olarak anlamli bir artis gostermistir.

5. Akne hastalarinda 6l¢iilen serum S1P seviyeleri kontrollere gore istatiksel

olarak anlamli bir farklilik géstermemistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda AV hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla 16 SM,
C1P’nin dolagimdaki seviyelerinin anlamli olarak arttig1 ve C24 SER’in dolagimdaki
seviyelerinin ise anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir. Cok uzun zincirli SER'lerin
azalmasi, bozulmus epidermal su bariyerine ve eslik eden folikiiler epitelyumun
hiperkeratozu sonucu komedon olusumundan sorumlu olabilecegini gdostermektedir.
Kisa zincirli SL tiirleri, akne olusumunda epidermal farkilasmanin sonraki

asamalarinda kullanilacagi i¢in bir artig gdstermistir.
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