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OZET

Amag: Onceki calismalar karaciger (KC) 1lik iskemi reperfiizyon (IR) hasarindan
sonra notral sfingomyelinaz (N-SMase)/seramid yolaginin hepatik dokuda aktive
oldugunu gostermistir. Fazla miktarda seramid birikiminin apoptotik stimulus
olusturdugu bilinmekte ve hepatik IR hasarindan sonra apoptozis ve endoplazmik
retikulum (ER) stresi arasinda baglanti kurulmaktadir. Bu sebeplerden dolay1r mevcut
caligmada sican KC IR modelinde N-SMase inhibisyonunun ER stresi ve apoptotik

biyobelirtecler tizerindeki etkisi incelenmistir.

Yontem: Selektif N-SMase inhibitort intraperitoneal enjeksiyonlar ile verildi.
Karaciger IR hasar1 orta ve sol lateral hepatik loblara giden kan damarlarinin 60 dakika
klampe edilmesi ve sonrasinda 60 dakika reperfiizyon ile saglandi. Karaciger
dokusundaki sfingomyelin ve seramid dizeyleri optimize coklu reaksiyon izleme
(MRM) metoduyla ultrahizli s1vi kromatografi ve tandem kiitle spektrometri (MS/MS)
ile 6lculdl.. Gen ekspresyon diizeyleri gergek zamanli revers transkripsiyon polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlendi.

Bulgular: Tim IR gruplarinda sfingomyelin diizeyleri kontrollere gore anlamli bir
artis gosterdi. Spesifik N-SMase inhibitoriiyle tedavi IR gruplarinda 6l¢iilen seramid
diizeylerini anlamli olarak azaltt1. iskemi reperfiizyon hasarinda ER stresi biyobelirteci
olan C/EBP-homolog protein (CHOP) ve 78 kDa glukoz-regule protein (GRP78)
diizeyleri anlamli olarak artti. Karaciger IR hasarinda N-SMase inhibisyonu ER stresi
biyobelirteclerinde anlamli bir etki gdstermedi. Iskemi reperfiizyon hasarinda N-
SMase inhibisyonu phospho NF-kB seviyelerinde, heptatik TUNEL boyanmasinda,

sitozolik sitokrom c, kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinde anlamli bir azalma sagladi.

Sonug: Elde edilen bulgular KC IR hasarinda seramid artisinin apoptotik hiicre
6limine sebebiyet verdigini dogruladi. Mevcut modelde N-SMase inhibisyonunun
koruyucu etkisi apoptotik uyariy1 azaltmak suretiyle olustu. Calismanin sonuglart KC

IR hasarinin dnlenmesinde N-SMase inhibitorlerinin kullanilmasini destekler.

Anahtar Kelimeler: Karaciger, iskemi-reperfiizyon hasari; seramid; notral

sfingomyelinaz.
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ABSTRACT

Objective: Previous studies have revealed the activation of neutral sphingomyelinase
(N-SMase)/ceramide pathway in hepatic tissue following warm liver ischemia
reperfusion (IR) injury. Excessive ceramide accumulation is known to potentiate
apoptotic stimuli and a link between apoptosis and endoplasmic reticulum (ER) stress
has been established in hepatic IR injury. Thus, this study determined the role of
selective N-SMase inhibition on ER stress and apoptotic markers in a rat model of

liver IR injury.

Methods: Selective N-SMase inhibitor was administered via intraperitoneal
injections. Liver IR injury was created by clamping blood vessels supplying the
median and left lateral hepatic lobes for 60 min, followed by 60 min reperfusion.
Levels of sphingmyelin and ceramide in liver tissue were determined by an
optimized multiple reactions monitoring (MRM) method using ultrafast-liquid
chromatography (UFLC) coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS). Gene
expression levels were determined by real-time reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR).

Results: Spingomyelin levels were significantly increased in all IR groups compared
with controls. Treatment with a specific N-SMase inhibitor significantly decreased
all measured ceramides in IR injury. A significant increase was observed in ER stress
markers C/EBP-homologous protein (CHOP) and 78 kDa glucose-regulated protein
(GRP78) in IR injury, which was not significantly altered by N-SMase inhibition.
Inhibition of N-SMase caused a significant reduction in phosphoNF-kB levels,
hepatic TUNEL staining, cytosolic cytochrome c, and caspase-3, -8, and -9 activities
which were significantly increased in IR injury.

Conclusion: Data herein confirm the role of ceramide in increased apoptotic cell
death and highlight the protective effect of N-SMase inhibition in downregulation of

apoptotic stimuli responses occurring in hepatic IR injury.

Key words: Liver; ischemia—reperfusion injury; ceramide; neutral sphingomyelinase.
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1.GIRIS

Karaciger IR hasar1 KC transplantasyonlarinda, tiimdr ¢ikirilmasi i¢in uygulanan KC
ameliyatlarinda, travmada ve hemorajik soktan sonra gelisen KC yetmezliginde 6nemli
bir klinik problemdir (Dogan ve Aslan, 2011). Karaciger cerrahisinde hepatik kan
akiminin kismi veya total olarak kesilmesi gerekli olabilir. Kan akiminin kesilmesi
durumuna "ilik iskemi" denir ve revaskiilerizasyonu takiben molekiiler oksijenin
saglanmasiyla organda "reperfiizyon hasar1" olusur (Dogan ve Aslan, 2011). Hepatik
IR hasar1 hepatositlerde apoptozisi tetikler ve organ yetmezligi ile iliskili patolojik
bulgulara sebebiyet verir (Rodriquez ve ark, 2015). Hepatik IR hasarinda hepatositlerin
apoptotik 6liimii ile ER stresi arasinda onemli bir iligki tespit edilmistir (Peralta ve
Brenner, 2011). Endoplazmik retikulum stresi, ER liimeninde katlanmamis
proteinlerin birikimi sonucunda olusur ve protein homeostazisini bozar. Olusan ER
stresi sonucunda hiicrelerde katlanmamis protein yanit1 [unfolded protein response
(UPR)] denilen adaptif bir mekanizma ortaya ¢ikar. Bu mekanizma ER stresi sirasinda
olusan toksik metabolitleri temizlemeyi ve protein homeostazisini diizenlemeyi
amaglar. Uzamis ER stresi UPR cevabinin basarisiz olmasina neden olur ve apoptotik
sireci aktive eder (Rasheva ve Domingos, 2009). Sfingolipid metabolizmasinda
bozulmalar hem ER stresi (Boslem ve ark, 2011) hem de IR hasarinda gosterilmistir
(Novgorodov ve Gudz, 2009). Seramid hiicre membraninda yer alan bir sfingolipidtir
ve hiicrenin strese cevabinda anahtar bir mediyatordiir. iskemi reperfiizyona baglh
mitokondrial hasarda kritik bir role sahiptir (Novgorodov ve Gudz, 2009). Literatlrde
var olan ¢aligmalar 1lik KC IR hasarindan sonra fazla miktarda seramid birikiminin
oldugunu rapor etmektedir (Llacuna ve ark, 2006; Unal ve ark, 2016). Fazla miktarda
seramid olusumunun her memeli hiicresinde apoptotik uyariya sebebiyet verdigi
bilinmektedir (Mullen ve Obeid, 2012). Seramid de novo sentezle, sfingomyelinin
sfingomyelinaz (SMase) enzimi araciligiyla par¢alanmasiyla ve glikosfingolipidlerin
yikimiyla olusur (Wu ve ark, 2010). Farkli tipde olan SMase enzimleri vardir.
Karaciger 1lik IR hasarinda asit ve notral SMase enzimleri arastirilmistir (Llacuna ve
ark, 2006; Unal ve ark, 2016). Mevcut ¢calismada sigan KC IR modelinde n6tral-SMase
inhibitort kullandik ve bu inhibitorin ER stresi ve apoptozis Uzerindeki etkilerini
inceledik. Calismamiz KC IR hasarinda olusan ER stresi ve apoptozis iizerinde selektif

N-SMase inhibisyonunun etkilerini inceleyen ilk arastirmadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Bir organa ulasan kan akiminin azalmasinin sonucunda organin oksijen ve beslenme
desteginin de azalmasi meydana gelir (Dogan ve Aslan, 2011). Karaciger (KC) iskemi
reperfiizyon (IR) hasari, KC iskemisini takiben kan akiminin restorasyonu sonucunda
gelisir (Szocs, 2004). Organda kan akimi ve oksijen desteginin tekrar saglanmasiyla
reperfiizyon meydana gelir. Bu durum iskemik déonemin neden oldugu doku hasarini
hiicresel seviyede vyikseltir. Ozellikle transplantasyon ve KC cerrahisinde KC
canliligima dogrudan etkisi olan bu durum fenomen iskemi reperfiizyon (I/R) hasari
olarak bilinir (Dogan ve Aslan, 2011). Hiicresel diizeyde yapilan c¢alismalar,
reperfiizyon hasarinin gelismesinde endoplazmik retikulum stresinin ve apoptozisin
onemli bir rol oynadigim ortaya koymaktadur (Otani, 2004; Gorlach ve ark, 2006). I/R
hasar1 karacigerde ilk kez 1975°de Pereyra-Toledo ve arkadaslari tarafindan deneysel
olarak gerceklestirilen KC transplantasyonun da ortaya ¢ikmistir. Transplante edilmis
KC’de pasif bir siire¢ olan konjesyon, ilerleyici trombozis, ve sonrasinda organ

yetmezligi ile sonuglanan greft nekrozu geligsmistir (Yamaoka ve ark, 1992).

Karaciger reperflizyon hasari, sicak I/R hasar1 ve soguk-depolama reperfilizyon hasari
olarak gruplandirilabilir. KC cerrahisi ile baglantili olan sicak iskemi reperfiizyon
hasaridir Soguk depolama reperfiizyon hasari ise transplantasyon 6ncesinde organin
korunmasi sirasinda gelismektedir (Mortensen ve ark, 2001). Karaciger
transplantasyonu, birkag ¢esit toksik KC hasarlari, no-okluziv hastaliklar ve
hipovolemik sok gibi gelisen 6nemi oldukc¢a yiiksek durumlarda meydana gelir. KC
bulunan birbirinden farkli damarlara ait kan dolasiminin gegici siire i¢in engellenmesi
(klampe edilmesi) gerekmektedir Bunun sebebi karaciger tranplantasyonlarinda,
kanser ve bazi hastaliklarin cerrahi olarak tedavisinde, operasyon esnasinda kan
kayiplarint ve operasyon sonrasi gelisebilecek birtakim komplikasyonlarin
azaltilmasidir (Glantzounis ve ark, 2005; Hines ve ark, 2003). Damarin klempe
edilmesi esnasinda KC kismi veya tam iskemi olmaktadir. Sonrasinda ise reperfiizyon
durumuna ge¢mektedir (Mortensen ve ark, 2001). Sicak I/R hasarinda baslangig¢ evresi
ve ge¢ evre olmak tizere iki evre vardir. Baglangic evresi, reperflizyondan sonraki iki

saatten kisa ve oksidan stresle kendini karakterize eden etkisi 6nemli bir evredir. Bu



donemde reaktif oksijen metabolitleri (ROS)’un iiretilir. Reaktif oksijen tiirlerinin

salgilanmas1 dogrudan hepatositlerde hasara sebebiyet verir.

Geg evre ise hepatik reperfiizyon olustuktan 6-48 saat sonraki evredir. Ge¢ dénemde
ise birlesen notrofil 16kosit (NL) araciligi ile inflamasyon durumu gergeklesir (Hines
ve ark, 2003 ). Karaciger I/R hasari, hepatoseliiler hasara yol agan ve hepatositlerin,
sinuzoidal hicrelerin, sinuzoidlerin duvarinda fagosiztoz yapan Kupffer hiicrelerin
(KH) i¢ine s1zan makrofajlarin notrofillerin ve plateletlerinde bu durumla i¢ i¢e oldugu

cesitli ve olduk¢a karmasik olan olaylar kaskatidir (Delva ve ark, 1989).

Tipta KC IR hasar1 KC rezeksiyonlarinda, KC transplantasyonlarinda, travma ve

hemorajik sok durumlarinda gelisir (Szocs, 2004).

2.2. iskemik Dénemde Meydana Gelen Fizyopatolojik Olaylar

Karaciger I/R hasari patofizyolojisinde iskemi, organ ve dokuda vendz veya arteriyel
kan akiminin yavaglayip azalmasi ile iligkili olarak organ ve dokunun yetersiz
perflizyonunun sonucunda bu doku veya organlarin oksijenden mahrum kalmasi
olayidir. Iskemi sirasinda hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir ve ilk olarak
mitokondrilerde gergeklesen adenozin trifosfat (ATP) sentezi son bulur. ATP azalmasi
ise hiicre iginde bazi sistemleri etkileyerek Na*/K* ATPaz pompa bozukluguna sebep
olur. ATP kayb1 ayni zamanda hiicre i¢i asidoz gelisimine bagli olarak pH’nin
diismesine, intraselliiler Ca*™ birikimine ve plrin metobolitlerinin birikimine yol acar.
Biitiin bunlarin sonunda hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve hiicrelerde toksik
metabolitlerin birikmesi durumuna bagli olarak hiicre 6liimii meydana gelir

(Zimmerman ve Granger, 1992).

ATP aktivitesinin eksilmesine bagli olarak zarda aktif sodyum pompasinin yetersizligi
meydana gelir ve bu durum hiicre i¢inde sodyumun birikimesine ve potasyumun hiicre
disina ¢ikarilmasina neden olur. Hiicre icinde solid metabolik materyalin artmasi
izoozmotik olacak sekilde suyun birikimesine ve bunun sonucunda akut olarak

hiicresel sismeye yol acar (Dogan ve Aslan, 2011).

Iskeminin ilk dakikalarinda glikolitik yol asir1 bir sekilde uyarilir. Iskemik dokuda
mevcut olan oksijen oksidatif fosforilasyonu desteklemek igin yetersiz kalir. Piruvatin
glikoliz sonucunda olustuktan sonra, sitrik asit siklusuna devam edememesi sebebiyle

laktata doniismesi gergeklesir. Biyokimyasal olarak ¢ok 6nemli bir siire¢ olan glikoliz,

3



laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi sonucu olusan inorganik fosfatin birikimine
yol agar. Bunun sonucunda hiicre i¢i pH diiser ve asidoz meydana gelir (Zimmerman
ve Granger, 1992). Metabolik asidozun olusmasi hepatositlerde nekrotik hiicre
Oliimiiniin baslamasi1 durumuna karsi olduk¢a koruyucudur. Fakat iskemi olmus
hiicrelerde reperfiizyonun saglanmasiyla birlikte pH normale doner. pH’1n normale
donmesi ise pH’a bagimli proteazlar1 ve fosfolipazlar1 aktive ederek hiicre 6liimiine
yol agmaktadir. Bu durum fenomen “pH paradoksu” olarak isimlendirilir Iskemiye
ugramis hiicreler asidik pH’da reperfiize olduklarinda hiicre 6liimii son bulmaktadir.

(Grace, 1994; Bond ve ark, 1993).

Iskemi ve belirli toksinler nedeniyle erken donemde endoplazmik retikulumdan (ER)
ve mitokondriden Kkalsiyum salinimi gergeklesir. Bunun sonucunda plazma
membranini  net sekilde gecen kalsiyum transferi sitozolde kalsiyumun
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konsantrasyonunda artmaya yol agmaktadir. Ca**’un hiicrede artmasi sonrasinda,
membranin permeabilitesininde spesifik olmayan artis1 ile desteklenmektedir.
Yikselen Ca*™ konsantrasyonu, membran hasarini baglatan pH bagimli fosfolipaz,
membran ve sitoiskelatal proteinleri pargalama gorevini gergeklestiren proteaz, ATP
azalmasini hizli bir sekilde gerceklestiren ATPaz gibi birgok enzimin aktivasyonuna

yol acar (Zimmerman ve Granger, 1992).

Iskemi déneminde ATP iiretimi son bulur fakat kullanimi devam eder. Bunun
sonucunda ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin olusur. Olusan
adenozin, hizla bir sekilde hiicrenin dis kismina diflize olarak hipoksantin ile inozine
parcalanir. Normal sartlarda hipoksantinin, ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimi
araciligr ile nikotin adenin diniikleotit (NAD) kullanilarak ksantine doniigsmesi
gergeklestirilir. Fakat iskemi sirasinda XDH, kalsiyum bagimli proteazlar araciligi ile
ksantin oksidaza (XO) doniisiir (Zimmerman ve Granger, 1992). Bu enzimler (XO ve
XDH) arasindaki 6nemli fark, XDH, NAD*’1 elektron alicist olarak kullanirken; XO,
O2’ni elektron alicisi olarak kullanarak siiperoksit ve/veya hidrojen peroksit olusturur.
Fakat her iki form da hipoksantinden ksantin olusumunu ve sonrasinda ksantinden tirik
asit olusumunu katalize eder (Berry ve Hare, 2004; Harrison, 2002). Slperoksit
olusmasi i¢in gerekli olan oksijen iskemi doneminde bulunmaz. Reperfiizyon sirasinda

oksijenin aniden ortama katilmasi serbest radikal patlamasina neden olur ve XO



tarafindan olusturulan siiperoksit anyonu, doku yaralanmasina yol agar (Parks ve ark,

1988).

2.3. Reperfiizyon Doneminde Gelisen Fizyopatolojik Olaylar

Iskemik dokuya kan dolasiminin yeniden saglanmasi reperfiizyon olarak tanimlanr.
Iskemi olan dokuya hiicrenin rejenerasyonu ve de toksik metabolitlerin temizlenmesi
icin yeniden kan akimi gerekmektedir. Fakat, iskemi olan dokunun reperfiizyonu
sirasinda es zamanli ortaya ¢ikan reaksiyonlar dokuda yalnizca iskemi ile meydana
gelen hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasar olusmasina neden olur (Zimmerman ve
Granger, 1992). iskemi-reperfiizyon hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili ¢esitli faktorler
ortaya konulmustur. Bu faktorler birbiriyle iliskisi fazlastyla karmasik olan, humoral
ve hicresel olaylar serisidir (Monsinjon ve ark, 2001). I/R hasar1 karakteristik olarak,
serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina (Rose ve ark, 1994); PMNL’nin
aktivasyonuna (Carden); sitokin saliniminda artisa (Shames ve ark, 2002); kompleman
sistemin aktivasyonuna (Riedemann ve Ward, 2003) ve eikozanoidlerin Uretiminde

artisa neden olur (Myers ve ark, 1995).

2.4.ER Stresi Ve Katlanmams Protein Cevabi

Endoplazmik retikulum (ER), membran yapisindaki proteinlerin ve hiicre disina
gonderilecek proteinlerin yapildigi ve 3 boyutlu hale geldigi mebran yapisindaki
dinamik ve multifonksiyonlu bir organeldir. Ayni zamanda proteinlerin dogru
yapildigin1 kontrol eden kilit merkezidir (Szegezdie, 2006). Sitozolde diisiik oranda
Ca* bulunmasma ragmen ER fazla miktarda Ca*? bulundurmaktadir.(Hussain ve
Ramaiah, 2007) Hiicrenin digina yollanacak ve membran yapisinda olan proteinlerin
hepsi ER’nin sitozolik yiizeyi lizerinde yer alan, hiicre i¢in en temel organel olan
ribozomlar tarafindan ER liimenine tasinmaktadir. Tasinan ve ER’ye gelen yeni
sentezlenmis proteinler bir dizi 6nemli reaksiyon olan hidroksilasyon, N-bagimli
glikolizasyon, disiilfid bag olusumu lipidizasyon gibi posttranslasyonel
modifikasyonlara ugradiktan sonra katlanirlar. Molekiiler saperonlar olan glukoz-
regule edici protein 78 (Grp 78), glukoz-regiile edici protein 94 (Grp 94), kalneksin ve
kalretikulin gibi lektin benzeri proteinler, proteinlerin tek tek her katlanma agamasinin
basarili ve diizgiin bir sekilde tamamlanmasi i¢in gorev yapmaktadir. (Rasheva ve
Domingos, 2009; Diizgun, 2010). Proteinlerin katlanma islemi olduk¢a onemli ve

karmagik bir dizi islem dongiisiinden olusmaktadir. Dolayisiyla hata olasiligi ¢ok



fazladir. Hipoksi, N-bagimli glikolizasyon inhibisyonu, kalsiyum homeostazinin
bozulmasi, inflamatuvar etki, oksidatif stres, gelisen enfeksiyonlar, ortamin sicaklik
durumu gibi bir¢ok 6nemli faktoriin proteinlerin dogru katlanmasinda etkisi oldukca
fazladir(http://vizyon21yy.com/documan/Genel_Konular/Bilim_Teknoloji/Tip/Endo
pl azmik_Redikulum.pdf. Erisim Tarihi:20/ 10/ 2011).

ER zayif cevresel degisimlerle ve hiicresel streslerle, sinyal yolaklarminin
koordinasyonunu saglayan biiyiik bir makine olarak tanimlanmaktadir. (Hotamisligil,
2010). Boylelikle hiicre fonksiyonu ¢ok muntazam bir sekilde diizenlenir ve hiicre sag
kalimi saglanir. Asirt mutant protein, enerji ya da besin eksikligi, viral proteinler
redoks degisimi gibi ¢esitli fizyopatalojik olaylar protein katlanmasinda ER
kapasitesini bozabilir veya ER stresini baslatabilir ve ER stresinin meydana gelmesi,
katlanmamis proteinlerin ya da yanhis katlanmis proteinlerin ER liimeninde
birikmesine yol acar. Sonrasinda ise ER stresi KC’de lipid metabolizmasini, glukoz
homeostazini ve demir dengesini bozar (Ron ve Walter, 2007). Hucreler toksik protein
bilesiklerini yok etmek i¢in bir mekanizmanin aktiflesmesini saglarlar. Bu mekanizma
hiicre i¢i sinyal yolaklarindan olusur ve genel olarak “katlanmamis protein cevabi”

(unfolded protein response, UPR) olarak adlandirilir (Jing ve ark, 2012).

Hcreler icin proteinlerin birikimi, hucreye oldukga zarar veren toksik bir etkiye
sahiptir. Glinlimiizde genetik mutasyonlar, yaslanma veya nedeni bilinmeyen ¢evresel
faktorler nedeniyle ortaya ¢ikan anormal katlanmis proteinlerin birikimi, tip 2 diyabet
ve obezite gibi metabolik hastaliklarin ve norodejeneratif hastaliklardan olan
alzheimer, parkinson, hungtungton gibi ¢esitli patolojik ve fizyolojik durumlarin bir
ozelligi olarak kabul edilmektedir. Bir hiicrenin meydana gelen stresi hissetmesi,
hiicrenin strese cevap vermesi ve stresi azaltmast homeostazin saglanmasi i¢in mutlaka
sarttir. Katlanmamis protein cevabi, katlanmamis proteinlerin birikmesini eksiltmek
icin cevap olusturur ve ER islevlerini diizenlemektedir. Eger adapte durumu
saglanamazsa ve proteinlerin birikmesi devam ederse diger ¢evre dokuya zarar
vermemek igin hiicre bir dizi gen iriinii tarafindan diizenlenen apopitozise

yonlendirilir (Szegezdie, 2006; Kaufman, 2002).

Katlanmamis protein cevabi, ER stresini azaltir ve {i¢ temel stratejiyle protein
homeostazini diizenler. Bunlardan ilki, protein translasyonunu baskilayarak daha fazla

katlanmamis protein olusumunu durdurmak; ikincisi, katlanmamis proteinleri tekrar
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katlayan ER ile iligkili molekiiler saperonlari uyarmak; ve tiglinciisii ise katlanmamig
proteinleri ortadan kaldirmaya yarayan ER iligkili protein yikimini (ER associated
degradation ERAD system) aktif hale gecirmek (Harding ve ark, 1999). Hiicrede UPR
cevabinin olustugunu gdosteren markerlar arasinda ER membraninda bulunan
PKRbenzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), glukoz-regiile edici protein78
(GRP78) ve C/EBP Homolog Protein (CHOP) bulunur (Bertolotti ve ark, 2002).

UPR’nin aktivasyonu 3 farklt ER stres sensorii tarafindan diizenlenmektedir Bu
mediyatorler aktive transkripsiyon faktori 6 (ATF6) PKR benzeri ER kinaz (PERK),
ve inozitol gereken enzim 1 (IRE1) olarak adlandirilan integral proteinlerdir (Sekil

2.1).

UPR’nin aktivasyonunun saglanmasi ile translasyon ve protein sentez yiikii azalir.
Bununla birlikte ER’de katlanmamis proteinlerin birikimini 6nleme, ER katlama
enzimlerini kodlayan genlerin translasyonun artirilmasi gibi birgok hiicresel cevabin

olusmas1 meydana gelmektedir (Rasheva ve Domingos, 2009; Ron ve Walter, 2007).

Sekil 2.1.UPR sinyal yolu

2.4.1.ER Stresine Bagh PERK Yolag:

PERK, UPR aktivasyonunun baslatilmasinda etkili olan, ER’de yer alan ER stresini
algilayan NH,-terminal ve sitozolik kinaz domaine sahip tip 1 transmembran
proteinidir. PERK o Okaryotik baslama faktorii 2 (elF2a)’yi fosforilleyerek
translasyonu yavaslatan dnemli bir mediyatordir (Hussain ve Ramaiah, 2007). Hatali

proteinlerin birikimi PERK yolu araciligiyla protein translasyonunun azalmasina



sebebiyet verir ve bu durum UPR genlerinin artisi ile iligkilidir (Colgan ve ark, 2011).
Aktivasyonu ve yapisindan dolayr diger bir ER stres sensorii olan IRE-I ile
benzerlikleri vardir. Ancak endoriboniikleaz aktivitesi azdir. ER stresi basladiktan
sonra katlanmaya yardimei olmasi i¢in liimene GRP78 gonderilir ve ardindan sitozolik
domainin trans dimerizasyonu ve otofosforilasyonu gerceklesir. Bunun sonucunda da

PERK aktivasyonu baslar.

PERK, aktive olduktan sonra elF2a’nin 51. pozisyonunda olan serinin
fosforilasyonunu gerceklestirir. Fosforillenen elF2a, hiicre i¢inde genel translasyonu
durdurur. Ancak aktive transkripsiyon faktor 4 (ATF4) gibi spesifiteye sahip
mRNA’larin translasyonu devam eder ve bu mRNA’larin miktarlar1 artar. Boylelikle
ER stresine karst PERK aktivasyonu ile hiicrenin protein yiikii azaltilir ve katlanmamig
proteinler duzeltilir (Szegezdie ve ark, 2006; Rasheva ve Domingos, 2009)
Transkripsiyon faktort bZIP ailesinin bir tiyesi olan ATF4, 351 amino asitten meydana
gelir (Xu ve ark, 2005). ATF4 niukleusa girdikten sonra CHOP, GADD34, ATF3 ve
bazi aminoasitlerin taginmasini saglar. Bunun yaninda 6nemli bir antioksidan olan
glutatyon biyosentezini ve oksidatif strese karsi direncte rol oynayan genlerin
transkripsiyonunu aktive eder (Rasheva ve Domingos, 2009). CHOP, ATF4 tarafindan
transkripsiyonel olarak aktive edilir. Gucll bir apoptozis sinyalidir ve hlcre 6limini
tesvik etmektedir (Szegezdie ve ark, 2006; Hussain ve Ramaiah, 2007) (Sekil 2.2).
PERK, 6nemli bir transkripsiyon faktori olan nlkleer faktor-eritroid baglantili faktor
2 (Nrf2)’yi de fosforillemektedir. Normal sartlarda sitoplazmada komplex halde inaktif
bir sekilde bulunan Nrf2, ER stresi sonucunda fosforillendikten sonra aktif hale
gecerek nukleusa gider. Aktif Nrf2’ nin gorevi antioksidanlari, enzimlerin
detoksifikasyonunu, immun sinyalizasyonunu ve hiicrelerin biiyiiyiip gelismesini

kapsayan genleri induklemektir (Hussain ve Ramaiah, 2007).
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Sekil.2.2. PERK sinyal yolag1

2.4.2. ER Stresine Bagh ATF6 Yolag:

Transkripsiyon faktori ATF6, ER liminal domain igeren ve sitozolik domaine sahip
olan tip Il transmembran proteinidir. COOH terminali ER limeninde, NH,- terminal
DNA bagimli domaini sitozole doniiktliir ve normal kosullarda ER membraninda
Grp78 ile birlikte inaktif bir sekilde bulunmaktadir. ER strese girdikten hemen sonra
Grp78 katlanmaya yardime1 olmak i¢in liimene ayrilir. GRP78’in ayrilmasindan sonra,
ATF6’nin golgi organeline tasinmasi indiiklenir ve orada serin proteaz 1 ve
metalloproteaz 2 tarafindan kesilerek aktif forma doniisiimii gerceklestirilmektedir.
ATF6’nin aktivasyonu gergeklestikten sonra niikleusa aktarilir ve bdylece protein
katlanmasiyla baglantili hedef genlerin aktivasyonu saglanmaktadir (Sekil 2.1).
Bunun sonucunda bu proteinlerin sentezi artmaktadir ve ER katlanma fonksiyonu
artarak strese karsi korunma saglanmaya c¢alisilmaktadir Aktive edilen bu hedef
genlerin icinde GRP78, GRP94, protein disulfid izomeraz, CHOP, XBP1, kalretikulin
ve Herp bulunmaktadir (Szegezdie ve ark, 2006; Rasheva ve Domingos, 2009).

2.4.3. ER Stresine Bagh IRE-1 Sinyal Yolag

Bifonksiyonel enzim aktivitesi olan IRE1, serin/treonin protein kinaz ve sitozolik
domaininde endoribontikleaz (RNAaz) aktivitesine sahiptir. Tip 1 transmembran
proteinidir ve UPR’nin en iyi korunmakta olan sinyal agidir. Memelilerde 2 izoformu
bulunmaktadir. Bunlar IRE-1 a ve IRE1 B dir. IRE-I a’nin ekspresyonu her yerden
olurken, IRE-I B eckspresyonu sadece bagirsak epitel hiicreleriyle ve akcigerde
gerceklesmektedir. IRE1, Grp78 ile birlikte iken inaktiftir. ER stresi olusunca Grp78



ayrilarak endoriboniikleaz ve kinaz aktivitelerinin otofosforilizasyonu gergekleserek

etkinlesmektedirler (Szegezdie ve ark, 2006) (sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. ER stresine bagli IRE1 yolag:

2.5.Apoptoz

Apoptoz, dlmeye programlanmis hiicrelerin kendi niikleer DNA’larini, niikleer ve
sitoplazmik proteinlerini parcalayacak enzimleri aktive eden, cok siki bir sekilde
regiile edilen intraseliiler programla yiiriitiilen bir hiicre 6liimii yolagidir. Apoptoz,
farkli morfolojik 6zellikleri sayesinde ilk olarak 1972 yilinda tanimlanmis, Yunanca

‘dokiilme’anlami tagiyan kelime ile isimlendirilmistir (Kerr, 1972).

2.6. ER Stresiyle indiiklenen Apoptozis Yolaklari

ER stresiye indiiklenen ATF6, PERK, ve IREI sinyal yolaklar: hiicrelerin sagkalimini
saglayan yollar1 baglatmanin yaninda, ER stresinin kronik olarak uzadigi durumda
hiicresel fonksiyon bozuklugunun gerceklesmesiyle apoptozis yolaklarininda
indiiklenmesini saglamaktadirlar (Qu ve ark, 2009) ATF6, PERK, ve IREI yoluyla
olusan sinyaller uzun siiren ER stresi durumunda pro-apoptotik sinyalleri
indiiklemektedirler. Ancak dogrudan hiicre 6liimiine neden olmazlar. Downstream
molekiiller olan JNK veya CHOP’nin aktivasyonunu baslatarak hiicrenin 6liim yoluna
gitmesini saglamaktadirlar (Szegezdie ve ark, 2006). (Sekil 2.3). ER stresiyle
indliklenen apoptoz, transkripsiyon faktérlerinin (CHOP), kinazlarin (JNK), Bel-2
ailesinin {iyelerinin, ve kaspazlarin aract oldugu hiicre o6liim yolaklarindan
olugsmaktadir. ER stresiyle indiiklenen apoptozisin CHOP, JNK ve Bcl-2 ailesi
Uyelerinin proapoptotik sinyal saldigi ve sonug¢ olarakta kaspaz aktivasyonu

olusturdugu goriilmektedir (Szegezdie ve ark, 2006; Colgan ve ark, 2011).
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Sekil.2.4. ER stresiyle indiiklenen apoptotik mekanizmalar

2.6.1. ER Stres marker1 CHOP (C/EBP) Homolog Protein) indiiksiyonu

CHOP, ER stresi tarafindan indiiklenen apaptozun énemli bir diizenleyicisidir (Szege-
Sdie ve ark, 2006).

ER stres sirasinda en yiiksek oranda indiiklenebilen genler arasinda yer alir (Hussain
ve Ramaiah, 2007). ATF6 ve PERK yolaklarinin indiikledigi CHOP, bazik-l6sin
fermuarli (bZIP) transkripsiyon faktorii olup C/ERB homolog protein ailesinin bir
uyesidir (Duzgun, 2010). Ayn1 zamanda GADDI153 ( Growth Arrest and DNA
Damage inducible Gene ) ya da DDIT-3 (DNA- Damage inducible Transcript-3)
olarak da tanimlanir (Hussain ve Ramaiah, 2007; Oyadomari ve Mori, 2004). CHOP
apoptozu arttiran bir¢ok genin transkripsiyonunu aktive etmektedir. ER stres
durumlarinda ¢ok daha hassas olmaktadir (Szegezdie ve ark, 2006) Proapoptotik
oldugu gosterilen CHOP’un asirt ekspresyonunun apoptozise yol agtigr rapor
edilmistir. CHOP, dinlenme durumunda ¢ok diisiik seviyelerde eksprese edilmektedir
fakat ER stresi durumunda ekspresyonu artmaktadir (Qu ve ark, 2009). Genellikle
cocukluk caginda ortaya ¢ikan malign tiimorlerden neuroblastomada ve kolon
kanserleri ile iliskili kanser hiicrelerinde ve bazi tliimor dokularinda eksprese edildigi
ve kansere karsi ila¢c gelisiminde ilgi odagi olarak hedef gosterilmesi g¢esitli

calismalarda rapor edilmistir (Duzgiin, 2010; Qu ve ark, 2009).

CHOP’un transkripsiyonu ER membraninda yer alan PERK, ATF6 ve IRE1 tarafindan
aktive edilmektedir. Fakat PERK-EIF2a- ATF4 yolu CHOP igin gereklidir. PERK
sinyal yolunun aktivasyonu erken ER stres cevabinda protein sentezinin inhibisyonu
boyunca hticreler i¢in koruma olarak gorev yapmaktadir ve hiicre yasamini biiyiik
Olciide diizenlemektedir. Fakat ER stres cevabinin ileriki asamasinda, PERK-EIF2a-
ATF4 yolu ER stresi tarafindan aktive olur. CHOP’un ekspresyonunu indikler ve

11



apoptozisi duzenler (Qu ve ark, 2009). CHOP’un maksimum olarak induklenmesi igin,
biitiin ER strese cevap yolaklart mutlaka gereklidir. Ciinkii CHOP un promotor bolgesi
ATF4, ATF6, XPP-1 ve ATF2/ATF3 tarafindan transaktive olan 4 cis- davranish
elementler tarafindan diizenlenmektedir. CHOP’un ekspresyonu GADD34, EROL1,
DR5, karbonik anhidraz VI ve TRB3 gibi proapoptotik proteinlerin indiksiyonuna da
sebebiyet verir. ERO1, ER luminal proteinken, digerleri sitozoliktir (Hussain ve
Ramaiah, 2007; Marciniak ve Ron, 2004; Ohoka ve ark, 2005).

2.6.2. Bcl-2 Protein Ailesi

Biiylime faktorleri ve diger sagkalim sinyalleri Bcl-2 protein ailesinin antiapoptotik
bireylerinin iiretimini uyarirlar. B-hiicreleri lenfomada bir onkogen olarak tanimlanmig
ve C. elegans proteini Ced-9’a homolog olan bu aile daha sonra Bcl-2 ismini almistir
(Cory ve Adams, 2002). Bu ailede, hepsi apoptozu regille etmek icin fonksiyon
gosteren 20’den fazla protein vardir; Bunlardan anti-apoptotik olanlardan 6nemli
ikisinin ad1 Bcl-2 ve Bcl-X dir. Bu anti-apoptotik proteinler normalde mitokondrial
membranlarda ve sitoplazmada yerlesmislerdir. Hiicreler yasamsal sinyallerden
mahrum kaldiklarinda ya da strese maruz kaldiklar1 zaman mitokondrial membrandan
Bcl-2 ve/veya Bcl-X kaybolur ve bunlarin yerini ayn1 ptotein ailesinden Bak, Bax, ve
Bim gibi proapaototik bireyler yer alir (Reed, 1997). Mitokondriyal aracili apoptoziste
oldugu gibi ER stresiyle uyarilan apoptoziste Bcl-2 protein ailesi tarafindan
duzenlenmektedir. ER stresiyle indiiklenen hiicre 6lumunde Bcl-2 proteinleri ile olan
ilskisi oldukg¢a nettir, fakat ER stresi tarafindan nasil diizenlendigi daha az
bilinmektedir (Szegezdie ve ark, 2006). BAX ve BAK, ER stresiyle indiklenen
apopitozis i¢in gereklidir ve mitokondriden proapoptotik faktdrlerin salinimin
diizenleyerek ER’den kalsiyum salimimini gergeklestirmektedir (Rasheva ve
Domingos, 2009; Zong ve ark, 2003).

Pro-apopototik proteinler olan BAX ve BAK, apoptozise iki yolla etki etmektedir.
Ilkinde ER stresi sirasinda BAX ve BAK, ER membraninda konformasyonel
degisikliklere ve oligomerizasyona maruz kalmaktadir. Bu da ER’den stoplazmaya
Ca™ ‘un salinmasina yol agmaktadir. Sitozolde Ca*? konsantrasyonunun artmasi ise
kalpaini aktive etmektedir ve kalpainde prokaspaz 12’yi keser ve bunun sonucunda
aktif kaspaz 12 olugmaktadir. Aktive olan kaspaz 12 ‘de prokaspaz 9’u keser ve aktive
eder bdylece kaspaz kaskad1 aktive olmus olur. Ikinci yolda ise mitokondri tarafindan

sitozolik Ca*™ ’nin alimmasidir Sitozolik Ca™ ‘nin artmasi mitokondriyal i¢
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membraninin depolarizasyonunu ve sitokrom C salinimini gergeklestirmektedir Bu da
kaspaz 9’un aktive edilmesini saglar Net olarak ortaya ¢ikan sonu¢ ise kaspaz

kaskadinin baglatilmasidir (Lai ve ark, 2007).(Sekil 2.4)
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Sekil 2.5. BCL2 Protein Ailesi Aracili Apoptozis Yolu.

2.6.3. INK Protein Aktivasyonu

ER stresinde baska bir apoptotik yol olan c-jun N- terminal kinaz (JNK), sinyal
iletiminde gorevli olan proteinlerin bir ailesidir. Gen ekspresyonun duzenler ve ER
stresine karsi sag kalim ve hiicre 6liimii arasindaki énemli durumun belirlenmesini
saglamaktadir. (Lai ve ark, 2007). JNK, UPR’nin IREI-TRAF2-ASK1 kompleksi
tarafindan aktive olmaktadir. IRE1, Xbp1’deki roliinden bagimsiz olarak JNK sinyal
yolunu aktive ederek apoptozisi tetiklemektedir. IRE-1-TRAF2 etkilesimi apoptozisi
tetikleyen transkripsiyonel bir baskilayici olan ATF3’de aktive etmektedir. Ayrica
JNK’nin, fosforilasyonla BCL2 proteinleri diizenlemeside bilinmektedir(Hussain ve
Ramaiah, 2007; Rasheva ve Domingos, 2009).

2.6.4. Kaspaz Aktivasyonu

Apoptozun siireci, kaspazlarin katalitik olarak aktif hale geldigi baslangi¢ fazi ve bu
enzimlerin hiicre olimiini sagladig1 uygulama fazi olarak ikiye ayrilir. Apoptoz,
sonradan birlesen iki farkli yolak ile baslar. Bu yolaklar reseptor baslangi¢h yolak ile
mitokondrial yolaktir. Her iki yolak kaspazlari aktive etmek tizere bir noktada birlesir.
(Wallach, 1999). Proteazlarin ¢ogu gibi, kaspazlar inaktif pro-enzimler ya da

zimojenler olarak bulunurlar ve apoptozun baslatilmasi icin aktive edici kirilma
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islemine ugrarlar. Kaspazlar, sadece diger kaspazlarca hidrolize edildiklerinde degil,
ayni zamanda otokatalitik olarak da hidrolize edilebilen kendi kirilma bolgelerine
sahiptirler. Bir baslatic1 kaspaz kendi aktif formunu olusturmak tizere kirildiktan sonra,
diger kaspazlarin hizli ve sirali aktivasyonu ile enzimatik 6liim programi harekete
gecer (Salvesen ve Duckett, 2002). ER baglantili sistein proteaz ailesinin iiyelerinden
olan kaspazlar aktivasyonu apoptozis i¢in gereklidir (Rasheva ve Domingos, 2009). 10
dan fazla tiyesi olan kaspaz ailesinin iiyelerinden Kaspaz 12, 3, 6, 7, 8 ve 9’un islevleri
ER stresiyle ilgili calismalarda rapor edilmistir. Farkli yollardan ER stresi tarafindan
aktive olabilen kaspaz 12, ER stresiyle indiklenen apoptozisin icin kilit noktada
bulunmaktadir. Yollardan ilki kalpainler tarafindan aktive olmaktadir. Kalpeinler
kalsiyum tarafindan aktive olan stoplazmik proteazlardir. ER’da kaspaz 12’nin aktive
olmasindan sonra kaskad seklinde reaksiyon zinciri baslar. Ik olarak kaspaz-12
prokaspaz 9’u keser ve kaspaz 9 meydana gelir. Kaspaz 9’da kaspaz 3’iin
aktivasyonuna yol acar. Bunun sonucunda apoptozis gerceklesir. Yollardan ikincisi ise
IRE1 ve TRAF2 ile direk olarak otoaktivasyon gergeklesmektedir. Ugiincii yol ise
Kaspaz 7’nin bazi apoptotik uyarilara cevap olarak ER’da transloke olmasi ve
dogrudan kaspaz 12 ‘yi aktive etmesidir (Qu ve ark, 2009). ER stresiyle diger
kaspazlarinda baglantili oldugunu ve diger kaspazlarin aktivasyonunuda indiikledigi
gosterilmistir. Ayrica ER transmembran proteinleri, BAP 31 ve BAR prokaspaz 8 ile
kompleks olusturmaktadir. BLC-2 ve BCL-X’de ER stresinde prokaspaz 8
aktivasyonunu diizenlemektedir (Hussain ve Ramaiah, 2007). (Sekil 2.5).

5 X BAP
’ Kaspaz 12?2 g 3 ALG 0

3 0 »
PERK ATF6 0
BAR

[~ Kaspaz7 / NOXA
ASKT N BAX A )
) | Kaspaz 8

Kaspaz 9

Kaspaz 3 Stokrom C

Apoptozis

Sekil.2.6. Kaspaz Aktivasyon Yolaklari

2.7. Notral Sfingomiyelinaz /seramid Yolag:
Apoptozis iki farkli yol {izerinden indiiklenebilir. Ekstrinsik yol, TNF-alfa ve Fas
ligandinin membran reseptorlerine baglanmasi sonucunda kaspaz-8 aktivasyonuna

neden olurken, intrinsik yolak, hiicresel stress ile indiiklenen mitokondrial sitokrom-c
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salinimina neden olur. Salinan sitokrom c, apoptotik proteaz-aktive edici faktor-1
(Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile kompleks teskil ederek kaspaz 9’un aktivasyonuna neden
olur. Hem intrinsik, hem de ektrinsik yollar, kaspaz 3’iin aktivasyonu, niiklear
pargalanma, hiicresel ve morfolojik degisimler ile sonug¢lanir. Niiklear faktor-kappaB,
anti-apoptotik genlerin ekpresyonunu arttirmak suretiyle apoptozise karst koruyucu
olarak gorev alir (Aslan ve ark, 2008). Nitrik oksit ve reaktif nitrojen metabolitlerinin

ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yolaklara etkisi sekil 2.6’de 6zetlenmistir.

Ekstrinsik Yol

TNF peF ASL
= Intrinsik Yol ‘
) J NO — Mitokondri
-—> )
\ ROS  p38MAPK ?IB
—~ Y<€---NO
@
TR~ T 3
{ Kaspuj_) ( Kas_ia_zi) o)
S /\ ONOO-
( Kaspaz-3)

J_ l /pssTe———DNA

Hasarn
NF-B —| APOPTOZIS
Aktivasyonu

Sekil 2.7. Apoptotik yolaklar. (Kaynak: Aslan M, Cort A, Yucel I. Free Radic Biol Med. 2008 Aug
15;45(4):367-76).

Literatiirde KC IR hasarinda nétral sfingomyelinaz inhibisyonunun koruyucu rollni
arastiran hicbir ¢alisma yoktur. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar apoptozisin
notral sfingomyelinaz/seramid yolagi ilizerinden aktive olabilecegini gostermistir
ancak KC IR modellerinde bu yolak arastirilmamstir. Bilindigi gibi sfingomyelinaz
enzimi hiicre membranlarindaki sfingomyelini fosfokolin ve seramide doniistiirtir.
Seramid, hiicre i¢cinde bioaktif lipidlere doniiserek hiicre proliferasyonunu, hiicre
6lumund ve inflamasyonu regule eder. Yani bu yolak hiicrelerde oldukca aktif ve

onemlidir.

Sfingolipidler hiicre membranlarinin yapisal Ogelerindendir. Yakin zamanda
sfingomyelinin ¢esitli lipid mediatorlerinin olusumuna sebebiyet verdigi gosterilmistir.
Ozellikle sfingosin-1-fosfat (S1P) epidermal hiicrelere etki ederek keratinosit
proliferasyonuna ve farklilagmasina neden olmaktadir (Herzinger ve ark, 2007).
Fosforile sfingolipid metabolitleri olan seramid-1-fosfat ve sfingosin-1-fosfat ¢ok
etkili bioaktif mediatorlerdir ve yakin zamanda inflamatuar cevapta etkin rol

oynadiklari gosterilmistir (Chalfant ve ark, 2005).
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Seramid, sfingolipidlerin metabolizmasinda merkezi konumda yer alir (sekil 2.7).
Seramid, serin ve palmitoyl-CoA'nin birlesmesiyle olusur. Seramid ayni1 zamanda
sfingomyelinin sfingomyelinaz enzimi tarafindan hidrolize olmasiyla da olusur.
Seramid olustuktan sonra seramid kinaz enzimi tarafindan seramid-1-fosfat'a
doniistiiriilir veya sfingomyelin/glikosifingolipid sentezi i¢in kullanilir (sekil 2.7).
Seramid, seramidaz enzimleri tarafindan sfingosine parcalanabilir. Sfingosin ise

sfingosin kinazlar tarafindan sfingosin-1-fosfat'a doniistiirtiilebilir.

APOPTOZIS b Sflngomyelln

iNFLAMASYON \‘e\\(\
s‘ﬁ\‘\%
Seramid Sentaz

—_— 0
Sfingosin Seramid s‘\\“%

Seramidaz

\%
Sfingosin kinaz Seramid kinaz -

fingosin-1-Fostat )

iINFLAMASYON iINFLAMASYON

Sekil 2.8. Bioaktif sfingolipid metabolitleri

Hiicrede olusan seramid sifingomyelin sentaz enzimi i¢in de bir substratdir. Seramid
hiicrede stres yaniti olusturmak siiretiyle NF-kB’nin niikleer translokasyonunu ve
NOS2 enzim diizeylerini arttirarak nitrozidatif stresi ve apoptozisi tetikler.
Sfingomyelinaz enzim inhibisyonu NF-kB aktivasyonunda belirgin bir azalmaya
neden olarak NOS enzim miktarin1 ve apoptozisi baskilar (Chalfant ve ark, 2005).
Calismamiz KC IR hasarinda olusan ER stresi ve apoptozis lizerinde selektif NSMase

inhibisyonunun etkilerini inceleyen ilk arastirmadir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Albino Wistar Sicanlarinda Karaciger iskemi Reperfiizyonu Olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ve Patoloji Anabilim Dallar1 ve
Deney Hayvanlar1 Unitesinin ortak ¢alismasiyla gergeklestirilen bu ¢alismada Albino
Wistar siganlar kullanilmistir. Denekler iizerinde yapilan tiim islemler Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvam Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan
degerlendirilmis ve onaylanmistir. Uygulanan IR modeli “ilik lobar iskemi” modeli
oldu. Bu modelde KC dokusunun %70’inde iskemi olusturuldu ve diger %30’unda ise
kan akimma miidahale edilmedi. Iskemi olusturulmayan KC loblar1 kontrol grubunu
teskil etti. KC IR uygulanan si¢anlar ameliyat oncesinde 12 saat oral beslenme almadi
ve sadece su igmeleri serbest oldu. Sicanlara operasyon oncesinde intraperitoneal
olarak anestezi uygulandi (25 mg/kg Ketamin ve 8 mg/kg ksalazin (xylazine)
hidrokloriir). Anestezi sonrasinda si¢anlarin abdomenleri tras edildi ve betadin ile
dezenfeksiyon saglandi. Dezenfeksiyondan sonra orta hat insizyonu gerceklestirildi ve
vena porta agiga c¢ikarildi. Orta ve sol lateral hepatik loblar1 besleyen portal venler 1
saat siireyle klempe edildi. 60 dakikanin sonunda mikrovaskiiler klemp agild1 ve 60
dakika siireyle reperfiizyon tekrar saglandi. Uygulanan IR modelinde KC’in kaudal ve
sag lobu intakt kalmaktadir. Bu loblar kontrol KC grubunu teskil etti (sekil 3.1). Bu
loblarin intakt kalmas1 iskemi siiresince gelisebilecek intestinal konjesyonu engelledi.
TUm operasyon siiresince siganlarin abdomenleri 1sitma lambalart ile 1s1t1ld1 ve viicut
ws1lar1 korundu. Elde ettigimiz kan 6rnekleri iskemi oncesinde ve iskemi sonrasinda
once kuyruk veninden sonra sag ventrikiilden olmak iizere sirasiyla alindi. iskemi
reperflizyonun sonunda sol ventrikiilden injekte edilen %0.9’luk NaCl ile KC perfiize
edildi. Sol ve orta loblardan alinan dokular IR olusturulan KC grubunu teskil etti. Elde
edilen KC dokular1 biyokimyasal analiz i¢in sivi nitrojende donduruldu ve -80’de
saklandi. Immiinohistokimyasal —analiz icin alman KC dokular1 %4

paraformaldehid/tampon karigimi igerikli soliisyona alindi.

:

* Sol Media ( H
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Sekil 3.1: Karaciger iskemi reperfiizyon modeli (Liver International 2007:384-392 ref. modifiye
edilmigtir)

Calismaya 36 adet Albino Wistar Sican alindi. Calisma i¢in gerekli olan siganlar
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarindan saglandi. Calismaya aliman
sicanlar ilk olarak 4 gruba ayrildi.

1. Sham grubu: 8 adet

2. Kontrol grubu: 10 adet
3. Notral sfingomyelinaz inhibitéri uygulanan grup 10 adet
4. DMSO grubu: 8 adet

Sham grubu: Sicanlardan 8 tanesi Sham grubunu olusturdu. Sham grubundaki
hayvanlara sadece laparotomi yapildi.

Kontrol grubu (Kontrol ve IR): Si¢anlardan 10 tanesi ila¢ verilmeyen KC IR ve

kontrolii olusturdu.

Notral sfingomyelinaz inhibitérid uygulanan grup (GW ve GWH+IR): Bu grubu

olusturacak 10 tane sicana KC iskemisi olusturulmadan 72 saat Once notral
sfingomyelinaz inhibitorii baslandi ve intraperitoneal olarak 3 giin siireyle verildi. 3
gun boyunca gunlik 1.25 mg/kg GW4869 intraperitoneal olarak enjekte edildi.
GW4869, %2.5 dimetilsulfoksid (DMSO) igeren salin igerisinde ¢ozindu.

DMSO grubu (DMSO ve DMSO +IR): DMSO grubunu teskil eden 8 tane si¢ana,

%2,5’luk dimetil sulfoksit iceren salin notral sfingomyelinaz inhibitérii uygulanan

grup ile ayn1 miktarlarda 3 giin boyunca intraperitoneal olarak injekte edildi.

3.2. Karaciger Iskemi Reperfiizyon Hasarmn Patolojik Verilerle Belirlenmesi
Elde edilen KC dokularindan parafin kesitler alinip hematoksilen-eozin ile boyandi.
Calismamiza katilan Universitemiz Patoloji Anabilim Dalindan Yrd. Dog. Dr. Betiil
Unal elde edilen dokularin patolojik degerlendirmesini yapti. Hematoksilen-€0zin
boyali 4 mikron kalinligindaki parafin kesitler degerlendirildi. x200 buyttmede 20 alan
bakildi. Konjesyon, hiicre sismesi, ayrica nekroz varligi puanlandi.

Konjesyon ve hiicre sismesinin degerlendirilmesi;

None:0

Aciner Zone Il1: 1

Aciner Zone IlI-11; 2
Aciner Zone IlI-11-1: 3

18



Nekroz degerlendirilmesi;
None:0
Single cell/focal: 1

Submassive (bridging nekroz): 2 Masif
nekroz+infarkt: 3

Elde edilen toplam skor (max 9 puan Uzerinden);

0: normal-degisiklik yok
1-3 zayif
4-7 orta

7-9 siddetli hasar olarak gruplandirilabilir.

3.3. Serum Alanin Aminotransferaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Karaciger IR hasarinin bir gostergesi olarak tiim gruplarda plazma ALT diizeyleri kitle
olculdi (Cayman Chemical, Cat No: 700260, Ann Arbor, MI, USA).

NADH oksidasyon hizi, laktat dehidrogenaz (LDH) ile baglantili bir reaksiyon ile
olculdu. Bir inite enzim aktivitesi 37°C'de, bir dakika siireyle 1 umol NADH'y1 NAD+

'ye okside eden enzim miktari olarak tanimlandi.

3.4. Sfingomyelinaz Aktivitesinin Ol¢timii

Sakrifiye edilen ratlardan aliman KC dokulari sivi nitrojen igerisinde hemen
donduruldu. Bu dokular daha sonra 4°C’deki homojenizasyon tamponu igerisinde

(50 mM K2HPO4, 80 pM leupeptin, 2.1 mM pefablok SC, 1 mM
fenilmetilsulfanilflorid, 1 pg/ml aprotinin, pH 7.4) homojenize edildi. Notral
sfingomyelinaz (N-SMase) aktivitesi ardisik enzimatik reaksiyon yontemiyle
spektrofotometrik kit ile 6l¢ildi (Biovision, Catalog # K599-100, Milpitas, CA, USA).
Sfingomyelinaz, ortama eklenen sfingomyelini seramid ve fosforilkoline parcalar.
Ortama ilave edilen alkalen fosfataz enzimi ise fosforilkolini koline doniistiiriir. Bunu
takiben ilave edilen kolin oksidaz enzimi ortamda betain ve hidrojen peroksit
olusumunu saglar. Hidrojen peroksit ortamda bulunan horseradish peroksidaz (HRP)
enzimiyle parcalanir ve renk olusumuna neden olur. Bir tinite sfingomyelinaz aktivitesi
37-C'de, bir dakika siireyle 1 pmol kolini olusturan enzim miktar1 olark tanimlandi.
Orneklerdeki sfingomyelinaz aktivitesi nmol/dk/mL olarak verildi ve standart egri

yardimuiyla belirlendi.
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3.5. Sfingomyelin ve Seramid Ol¢limii

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Kiitle
Spektrometri Laboratuarinda, ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine bagimli LC/MSMS (LCMS-8040
Shimadzu Corporation, Japonya) cihazi vardir. Bu sistemde grubumuz tarafindan

seramid ve sfingomyelin 6lgtimleri yapilmustir.

Electrospray ionizasyon Kitle spektrometri:

Seramid stok soliisyonu ve duterium isaretli internal standardi metanol iginde
hazirlanacaktir. Olgiilecek ceramidler icin optimize multiple reaction monitoring

(MRM) metodu gelistirilmistir (Bui ve ark, 2012). Bu metod ultra-hizli sivi
kromatografi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine
bagimli LC/MSMS (LCMS-8040 Shimadzu Corporation, Japonya) cihazinda
uygulanmaktadir. Kromatografik ayrimlar 60°C’de XTerra MS C18 Column (2.5 um,
2.1 mm X 50 mm) ile yapilmaktadir. Akis hiz1 0.450 ml/dk. injeksiyon hacmi 10 ul'dir.
Mobil faz A, Su/Asetonitril/ Isopropanol (80:10:10 v/v icinde 10 mM amonyum
format); Mobil faz B Asetonitril/isopropanol (90:10 v/v icinde 10 mM amonyum
format). Gradient: 0 dk %65 Mobil Faz B; 0-2 dk %65 Mobil Faz B; 2-7 dk %90 Mobil
Faz B; 7-13 dk %90 Mobil Faz B; 13-15 dk %100 Mobil Faz B; 15-16 dk %65 Mobil
Faz B; 16-18 dk %65 Mobil Faz B. Sfingomyelin ve seramidler i¢in kalibrasyon araligi
0-1000 ng/ml linear kalibrasyon araliginda optimize edilecek ve drnek 6l¢iim siiresi 18

dk olacaktir. Pozitif elektro-sprey-iyonizasyon (ESI) modunda 6l¢iim yapilacaktir.

Tablo 3.1. Analiz edilen sfingolipidler icin ana ve riin iyonlar.

Ana iyon m/z Uriin iyon m/z
16:0 SM (d18:1/16:0) 703.30 184.20
18:0 SM (d18:1/18:0) 731.40 184.20
24:0 SM (d18:1/24:0) 815.50 184.20
C16 Seramid (d18:1/16:0) 538.50 264.40
C16 Seramid (d18:1/16:0)*IS 554.30 264.30
C18 Seramid (d18:1/18:0) 566.30 264.40
C20 Seramid (d18:1/20:0) 594.60 264.50
C22 Seramid (d18:1/22:0) 622.60 264.40
C24 Seramid (d18:1/24:0) 650.40 264.30
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16:0 SM (d18:1/16:0), N-palmitoyl-Derythro sphingosylphosphorylcholine
18:0 SM (d18:1/18:0), N-stearoyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholine
24:0 SM (d18:1/24:0), N-lignoceroyl-D-erythro sphingosylphosphorylcholine
C16 Ceramide (d18:1/16:0), N-palmitoyl-D-erythro-sphingosine

C18 Ceramide (d18:1/18:0), N-stearoyl-D-erythro-sphingosine C20
Ceramide (d18:1/20:0), N-arachidoyl-D-erythro-sphingosine

C22 Ceramide (d18:1/22:0), N-behenoyl-D-erythro-sphingosine

C24 Ceramide (d18:1/24:0); N-lignoceroyl-D-erythro-sphingosine

LC-MS/MS icin 6rnek hazirlanmasi:

1. 500 ul 6rnege, 1 ug/ml internal standart

2.Uzerine 375 pl kloroform/metanol (1:2 v/v) ilave edilir.
3.0rnekler 30 sn sonike edilir.

4.100 distile su ilave edilir.

5.0rnekler 5 dk vortekslenir.

6.0da 1s1sinda 30 dk bekletilir.

7.2000g’de 5 dk santrifiij edilir.

8. Siipernatant alinir.

9.125 Kkloroform ve 125 pl distile su ilave edilir.
10. Vortekslenir ve 30 dk oda 1si1sinda bekletilir.

11. Yaklagik 500 pl Gst-organik tabaka temiz tiibe aktarilir ve azot altinda ugurulur.

12. Ornek 100 pl metanolde:formik asit (99.9:0.1) ¢oziinir ve viallere konur.

3.6. Immiinohistokimyasal Boyama

Almman KC dokulart %10 formalin tampon soliisyonunda fikse edildikten sonra
transvers diizlemde kesildi. Dokular fosfat tamponunda yikandiktan sonra parafinde
bloklanarak 4-um kesitler alindi. Peroksidaz boyamasi i¢in kesitler deparafinize edildi,
rehidrasyondan sonra Tris tamponunda yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke
etmek igin kesitler %3 hidrojen peroksit ile 5 dk muamele edildi. Primer antikor
uygulamasi 60 dk 25°C’de tavsan poliklonal antikor GRP78 (1:100, #ab53068 Abcam,
Cambridge, MA, USA) ile gerceklestirildi. Doku kesitlerinde sekonder antikor olarak
biyotinle isaretli antikor kullanildi ve reaksiyon strepdoavidin-peroksidaz konjugati ile
gergeklestirildi. 30 dakika sekonder antikor inkiibasyonundan sonra 0.1 mM, pH 7.6
tris fosfat tamponu igerisinde 3,3diaminobenzidin tetrahidroklorid ve 50 ul % 30
hydrojen peroksit soliisyonu ilave edilerek renk olusumu 151k mikroskobisi ile
gozlendi. Dokuda goriilen boyanma morfometrik analiz ile quantifiye edildi. immiino-

boyanma skoru pozitif boyanan hiicrelerin ylizdesine ve boyanma siddetine gore
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belirlendi. Pozitif boyanan hiicrelerin yiizde skoru 0= %35’den az hiicre/40x biiyiitme
alan1; 1= %35-30 arasi hiicre/ 40x biiyiitme alant; 2= %30-50 hiicre/40x biiylitme alani
3=%150’den fazla hiicre/ 40x biiyilitme alani. Boyanma siddetinin skoru O=hi¢ boyanma
yok; 1=hafif boyanma var (soluk kirmizi kahve); 2= orta derecede boyanma var
(kirmizikahverengi); 3= kuvvetli boyanma var (koyu kirmizi-kahverengi). Bakilan her
kesit i¢in toplam immiinoboyanma skoru her iki skorun toplamindan elde edildi. Elde
edilen skorlarin istatistiksel analizi Sigma Stat (version 2.03) software programi ile

yapildi.

3.7. Elektron Mikroskopi

Bir mm3 trimlenmis doku 6rnekleri 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7,3) hazirlanmis %
2,5 ’luk gluteraldehit icinde +4 derecede 2 saat fiske edildi. Ug kez 10’ar dakika 0.1 M
fosfat tamponunda (pH:7,3) yikanarak fazla fiksatif dokudan uzaklastirildi. Daha sonra
ornekler 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7,3) hazirlanmis %1 osmium tetroxide iginde 2
saat ikincil fiksasyona tabii tutuldu. Ug kez 10’ ar dakika 0.1 M fosfat tamponunda
(pH:7,3) yikama yapildiktan sonra 6rnekler %30, %50,%70 etil alkol soliisyonlarinda
+4 derecede dehidrate edildi. Ornekler % 75 etanol i¢inde hazirlanmis uranil asetat
¢Ozeltisinde +4 derecede bloke edildi ve sonrasinda. %80, %90, %96, %100 etil alkol
soliisyonlarinda, + 4 derecede, sekonder dehidratasyon yapilarak dokudan su tamamen
uzaklastirildi. Ornekler 2 kez 10” ar dakika propilenoksit soliisyonunda +4 derecede,
ardindan 1 gece 1:1 oraninda hazirlanmig araldit/ propilenoksit karisiminda inkiibe
edildi. Polimerizasyonu takiben plastiklesen doku bloklarindan ultramikrotomda 1
mikron kalinlikta yar1 ince kesitler lam iizerine alinarak Toluidin mavisiyle boyandi.
Isik mikroskobunda hedef alan belirlenerek ultra ince kesit alindi. 30-70 nanometre
kalinlikta ultra ince kesitler formvar ile kaplanmis nikel gridlere alinarak, immiinogold
boyama yapildi. Primer antikor olarak poliklonal tavsan anti-GRP 78 antikoru 1:100
dilusyonda (Cayman, Ann Arbor, MI) ve anti-CHOP (1:200, Santa Cruz, CA) sekonder
antikor olarak da 25 nm gold partikiiller ile konjuge goat-anti rabbit 1gG 1:100
dilusyonda (Aurion, EMS, Netherlands) kullanildi. Kontraslama kursun sitrat/uranil
asetat ile yapilarak elektron mikroskobik (LEO 906E, Oberkochen, Almanya)

inceleme gerceklestirildi.

3.8. Western blot analizi
Cikarilan KC dokulari s1vi nitrojen igerisinde hemen donduruldu. Bu dokular daha

sonra 4°C’de homojenizasyon tamponu icerisinde (50 mM K2HPO4, 80 uM leupeptin,
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2.1 mM Pefabloc SC, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pg ml-1 aprotinin, pH
7.4) homojenize edildi. Homojenatlar 23,000 x g’de 40 dk, 4°C’da santrifiij edildi ve
elde edilen siipernatanlarda protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi
kullanilarak belirlendi. Bu Olgiimde bovin serum albumini de standard olarak
kullanild1. Elde edilen protein homojenati Laemli tamponu ile 1:2 oraninda karistirildi,
%9’luk poliakrelamid jele tatbik edilerek elektroforetik ayrim saglandi. Jelde ayrilan
proteinler, seliiloz asetata transfer edilerek western blot analizi gerceklestirildi. Primer
antikor olarak tavsanlarda gelistirilmis GRP78 (1:300, #ab53068 Abcam, Cambridge,
MA, USA), CHOP (1:200, # sc-575, Santa Cruz Biotechnology Inc. USA) fosfo-NF-
kB p65 (Ser536) (0.5 mg/ml, Abcam, Cambridge, MA) ve aktin (1:1000, cytoskeleton
Inc. Denver, CO) antikoru, sekonder antikor olarak da HRP-bagli anti-tavsan antikoru
kullanild1 (1:10,000; Zymed Laboratories, San Francisco, CA). Elde edilen membran,
radyografik olarak goriintiilendi. Goriintiilenen protein bantlari tatbik edilen standart
dogrultusunda molekiiler agirhiklar1 itibariyle degerlendirildi. Immiinoreaktif
proteinler kemilliminesans ECL reaktifi ile goruntulendi (Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, UK). Tum western blotlar NIH ImageJ 1.44p software

programi kullanilarak dansitometrik olarak analiz edildi.

3.9. RNA Ekstraksiyonu

Karaciger dokusundan total RNA AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kiti
(Axygen Biosciences, Union City, CA) kullanilarak elde edildi. Piirifiye edilen RNA
konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 260 nm'de belirlendi. RNA 70 ul TE
tamponunda [10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA (pH 7.5)] ¢oziindd. 10 pul RNA 490
ul distile su ile 1:50 oraninda diliie edildi. Diliie RNA 6rnegi 260 ve 280 nm'de 6lgiildii.
260 nm'de 1 {inite abzorbans 40 pg/ml RNA'ya esdeger kabul edildi. Gergek zamanl
PCR (Q-RT-PCR) analizinden 6nce RNA 0rnekleri RNase icermeyen su ile final
konsantrasyonu 120 ng/ul olacak sekilde ayarlandi.

3.10. Primer-Probe Dizenlenmesi ve Optimizasyonu

Tiim mRNA sekanslar1 i¢cin GenBankasi kullanildi. Primer ve probe diizenlenmesi
Oligoware 1.0 software ile yapildi (Yapar ve ark, 2005) ve Alpha DNA (Montreal,
Quebec, Kanada) tarafindan sentez edildi. Calismada kullanilan pirmer ve probelar
tablo 3.2.'de verilmistir. Q-RT-PCR one-run RT PCR kiti (SNP Biyoteknoloji, Ankara,
Tiirkiye) kullanilarak yapildi. Primer konsantrasyonlarinin optimizasyonu ileri ve geri

primerlerin farkli konsantrasyonlar1 denenerek yapildi. Maksimum DRn (bazal ve
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maksimum floresan arasindaki fark) veren minimum primer miktarlar1 kullanildi.
Optimum probe konsantrasyonu optimum primer konsantrasyonlari kullanilarak farkli
probe miktarlariyla yapilan deneyler sonucunda belirlendi. En diisiik Ct (threshold
cycle; amplifiye edilen hedefin sabit bir esik degere geldigi fraksiyonel siklus sayis1)
degerini veren probe konsantrasyonu kullanildi. Optimize edilen tampon igerigi: 18.3
pl one run mix, 1.1 pl primer mix (10 pmol), 1.1 pl probe (5 pmol), ve 0.3 pl
RT/hotstart Taq mix. Total RNA 5 ul olarak ilave edildi ve doku mRNA's1 6l¢iildii. Q-
RT-PCR deneyleri Mx3000p Multiplex Quantitative PCR sisteminde yapildi
(Stratagene, La Jolla, CA). Siklus durumu: Basamak (1), 30 dk 50 °C; Basamak (2),
10 dk 95°C; ve 40 siklus Basamak (3), 15 saniye 95 °C ve 1 dk 60 °C. Kontrol olarak
yapilan deneylerde sablon yoklugunda amplifikasyonun olmadig: goriildi.
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Tablo 3.2. Q-RT-PCR deneyleri igin kullanilan primer ve probelar

Gen Genbank No.
18S ribozomal RNA fleri Primer 5 -CGGACAGGATTGACAGATTGATAG-Y NR_(46237.1
Ters Primer 5-GTCTCGTTCGTTATCGGAATTAAC-3'
Probe 5-CTCGATTCCGTGGGTGGTGGTGC-3'
GRFP78 fleri Primer 5-ACCGTCGTATGTGGCCTTCACT-3" NM_013083.2
Ters Primer S-CATTCCAAGTGCGTCCGATGAGG-3'
Probe 5-AGCGTCTGATTGGCGATGCGGCC-3'
CHOP fleri Primer 5-CATCCCTAGCTTGGCTGACTGAG-3' NM_001109986.1
Ters Primer 5-AATCTGGAGAGCGAGGGCTTTIG-3'
Probe S“CCAGCAGAGGTCACAAGCACCTC-3'

3.11. Kuantitatif PCR Analizi

Mx3000P analiz sistemi i¢in gelistirilen MxPro QPCR Software kullanilarak
amplifikasyonun log-linear faz1 izlendi ve her RNA 6rnegi i¢in Ct degerleri elde edildi.
Tiim deneyler 3 tekrarli yapildi ve her gen i¢in mRNA diizeyleri 18S ribozomal RNA
(rRNA) ile orantilanarak kat degisim olarak verildi. 2~“2<Y (Monsinjon ve ark, 2001).
Analiz edilen genlerin mRNA diizeyleri kontrol grubuna goére asagida verilen
denkleme gore hesap edildi.

Kat degisim= 2~ (440

ACt= (Ct hedef-Ct 18S rRNA)

AA Ct=A Ct deney grubu-A Ct kontrol

3.12. Nuklear Faktor Kappa-B Immiinoassay

Doku drneklerinde NF-kB diizeylerini 6lgmek i¢in ELISA kiti kullamildi (Invitrogen
cattKHOO0371, Frederick, MD). Dokular hicre ekstraksiyon tamponu icerisinde
homojenize edildi ve buz (zerinde 30 dk. bekletildi. 10,000 g'de 30 dk.
santrifiigasyondan sonra siipernatantlar temiz tiiplere aktarilarak NF-kB miktar
belirlendi. Miktar1 bilinen NF-kB standartlarinin 450 nm'deki abzorbans degerleri
kullanilarak elde edilen egriden 6rnekteki NF-kB protein miktar1 hesap edildi.

3.13. TUNEL Analizi
Karaciger dokularinda apoptotik hiicreler parafin kesitlerde terminal deoksiniikleotid
transferaz (TdT) FragEL DNA fragmantasyon kiti (Oncogene, Boston, MA) ile

belirlendi. Apotozis’in en tanimlayici 6zelligi DNA fragmantasyonunun olmasidir. Bu
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yontemde, ortama ilave edilen terminal deoxynucleotidyl transferaz (TdT), fregmante
DNA’nin 3’-OH uglarina biotin isaretli deoxyniikleotid ilave eder. Daha sonra ortama
streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP) konjugati ilave edilerek biotinlenmis
niikleotidler baglanir. Ortama ilave edilen diaminobenzidin ile renk olusumunun

belirlenmesi apoptotik hiicrelerin saptanmasini saglar.

3.14. Doku Orneklerinde Mitokondrial ve Sitozolik Fraksiyonlarin Ayrimi

Bir gram KC doku 6rnegi 5 ml tampon [1 mM EGTA, 250 mM sukroz, %1 proteaz
inhibitor karisimi Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 20 mM HEPES (pH 7.2)] icerisinde
homojenize edildi. Homojenat 1500 g'de 4°C'de 5 dk santriflj edildi. Sipernatant
alinarak 10,000 g'de 4°C'de 15 dk santrifiij edildi. Elde edilen mitokondrial ¢okuntu
ayni tampon igerisinde homojenize edilerek saklandi. 10,000 g'de elde edilen
stipernatant tekrar 40,000 g'de 30 dk santrif(ij edilerek sitozolik fraksiyon elde edildi.
Mitokondrial ve sitozolik fraksiyonlarin miktar1 20 pg protein olacak sekilde sitokrom
c western blot analizi i¢in kullanildi. Sitokrom c western blot analizi i¢in primer antikor
olarak fare monoklonal anti-sitokrom ¢ antikoru (1:200, ab13575, Abcam, Cambridge,

MA) kullanildi. Iimmiinoblotlarda sitokrom ¢ 15kDa'luk bantlar olarak gozlendi.

3.15. Cytochrome c Protein Miktarinin Tayini

Homojenize doku Orneklerinde sitokrom c¢ miktarmi belirlemek i¢in ELISA kiti
kullanild1 (#ab110172, Abcam, Cambridge, MA). Doku 6rnekleri 5 ml soguk fosfat
tamponu (PBS, pH 7.4) icerisinde homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler
10,000 g'de 20 dk. 4 °C'de santrifiij edildi. Elde edilen slipernatantda sitokrom ¢ miktari
Olctildii. Siipernatantlarin protein konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde ayarlandi ve
kit prospektiisiine gore ¢alisildi. Kontrol 6rnekleri referans olarak alindi. Orneklerdeki
sitokrom ¢ kuyucuklar i¢inde antikor yardimiyla tutuldu ve HRP konjuge sitokrom-c
antikoru kullanilarak 6l¢iim yapildi. 600 nm'de olugsan mavi renk kinetik olarak okundu

ve abzorbans degisimi ( AOD/dK) kon gdre % olarak verildi.

3.16. Kaspaz Aktivitesinin Ol¢iimu

Karaciger dokusunda kaspaz-3 (Catalog No. APT165, Chemicon International),
kaspaz-8 (Catalog No. APT129, Chemicon International) ve kaspaz-9 (Catalog No.
APT173, Chemicon International) 6l¢timleri kit ile yapildi.

Kit ile gelen hiicre lizat tamponu (5ml 5X) 1X olacak sekilde diliie edildi. Dokulara
200 pl hiicre lizat tamponu ilave edildi. 5 dk 10,000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen
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stpernatantlarda kaspaz enzim aktiviteleri belirlendi. Kaspaz enzimleri DEVD amino
asit dizilimini tanirlar [D, Aspartik asit-Aspartat; E, Glutamik asit- Glutamat; V, Valin;
D, Aspartik asit-Aspartat]. DEVD- p-nitroanilin (pNA) substratin1 pargalayarak
pNA’nin agiga ¢ikmasinmi saglarlar. Serbest pNA 405 nm’de abzorbans verir. Elde

edilen sonuglar kontroliin kat1 seklinde rapor edilir.

3.17. Protein Olgumleri
Tim orneklerde protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi kullanilarak
belirlendi (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Bu 6lciimde bovine serum

albumini de standard olarak kullanildi.

3.18. istatistiksel Analiz
Tum verilerin istatistiksel analizi SigmaStat statistical software version 2.0 ile
yapilmistir. Her 6l¢tim igin uygulanan ayrintili istatistiksel yontem sekil ve tablo alt

yazilarinda verilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Karaciger Hasan

Her deney grubundan temsili bir mikroskobik goriintii sekil 4.1A'da gosterilmistir.
Karaciger hasarmin histopatolojik skorlamasi tablo 4.1'de verilmistir. Konjesyon,
intraseltiler 6dem ve total histopatolojik skor IR, GW+IR ve DMSO IR gruplarinda
kontrol, GW, sham ve DMSO gruplarina gore anlamli olarak artig gosterdi. Plazma
ALT seviyeleri de tiim IR gruplarinda anlamli olarak artmist1 (sekil 4.1B).

(B) 300 1 %

250 -+

200 -

150 -

100 -

Plazma ALT (U/L)

50 -

Kontrol Sham  DMSO GW IR  DMSO+IR GW+IR

Sekil 4.1. Karaciger kesitlerinin hematoksilen eozin boyanmasi ve plazma ALT aktivitesi. A) Her deney
grubundan temsili bir mikroskobik gérinti. Blyiitme: 20x. CV, santral ven; IR, iskemireperfiizyon;
GW, GW 4869 tedavisi verilen grup; DMSO, dimetil sulfoksid verilen grup. Bar, 200 um. B) Tim
degerler ortalama = SEM. n= 8-10. istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ile
yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi. *, p<0,05 kontrol, sham, GW ve DMSO
gruplari ile kiyaslandiginda.
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Tablo 4.1. Karaciger kesitlerinin histopatolojik skorlamasi.

Grup Konjesyon intraseliiler 6dem Nekroz Total skor
Control (n=4) 0.75+0.50 0.50+0.58 0.50+0.58 1.75£0.50
Sham (n=4) 0.50+0.58 0.50+0.58 0.25+0.50 1.25+1.50
R (n=4) 2.25+0.50* 2.25+0.50* 2.00+0.00 6.50+1.00*
GW (n=4) 0.75+£0.50 0.25+0.50 0.25+0.50 1.25+1.26
GW+R (n=4) 1.75+0.50* 2.75£0.50* 225109 6.75+1.50*
DMSO (n=4) 0.50+0.58 0.25+0.50 0.25+0.50 1.00+0.82
DMSO+IR (n=4) 2.50+0.58* 2.50 £0.58* 2.25+0.50 7.25+1.26*

Degerler ortalama + SD olarak verilmigtir. IR, iskemi-reperfiizyon; GW, GW 4869 tedavisi alan grup;
DMSO, dimetil sulfoksit verilen grup. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ile
yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi.. *, p<0.05 kontrol, sham, GW ve DMSO
gruplari ile kiyaslandiginda.

4.2. Karaciger N-SMase Aktivitesi, Sfingomyelin ve Seramid Duzeyleri

Karaciger N-SMase aktivitesi IR ve DMSO+IR gruplarinda kontrol, GW, sham ve
DMSO gruplarina gore anlamli olarak yiiksekti (sekil 4.2A). Spesifik NSMase
inhibitord ile tedavi GW+IR grubunda N-SMase aktivitesini diisiirdi. GW+IR,
kontrol, sham ve DMSO gruplar1 arasinda N-SMase enzim aktivitesi anlamli bir
degisim gostermedi. GW ve GW+IR gruplar1 arasinda N-SMase aktivitesi anlamli
ol¢iide farklilik gosterdi. Karaciger dokusunda sfingomyelin ve seramid diizeyleri sekil
4.2B ve sekil 4.2C'de verilmistir. Selektif N-SMase inhibitor(

GW4869 1.25 mg/kg dozunda karaciger dokusunda sfingomyelin ve seramid
duzeylerinde anlamli bir degisiklik olusturmadi. Seramid diizeyleri IR ve DMSO+IR
gruplarinda kontrol, GW, sham, DMSO ve GW+IR gruplarina gore anlamli olarak artis
gosterdi. N-SMase ile tedavi tiim IR gruplarinda seramid diizeylerini anlamli olarak
azaltti. Sfingomyelin diizeyleri tiim IR gruplarinda kontrol, sham, DMSO ve GW

gruplarina gore anlamli olarak artig gosterdi.
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Sekil 4.2. Sfingomyelinaz aktivitesi ve sfingolipid ¢l¢cimd. IR, iskemi—reperfizyon; GW, GW 4869
tedavisi verilen grup; DMSO, dimetil sulfoksid verilen grup. A) Sfingomyelinaz aktivitesi. Tim
degerler ortalama + SD olarak verilmistir. n=8-10. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yonlii varyans
analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi.*, p<0,05 Kontrol, Sham, GW
ve DMSO gruplart ile karsilastirildiginda. **, p<0,05 GW grubu ile karsilastirildiginda. B) Karaciger
seramid diizeyleri. Tiim degerler ortalama + SEM olarak verildi. n=8-10. Istatistiksel analiz Kruskal-
Wallis tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi.*,
p<0,05 kontrol, sham, DMSO, GW ve GW+IR gruplan ile karsilastirildiginda. C) Karaciger
sfingomyelin seviyeleri. SM; sfingomyelin. Tim degerler ortalama + SEM olarak verildi. n=8-10.
Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik
Dunn's testi ile belirlendi.*, p<0,05 kontrol, sham, DMSO ve GW gruplari ile karsilagtirildiginda.

4.3. Karaciger ER Stresi Biyobelirtecleri

Iskemi-reperfiizyon hasar1 ER stresi biyobelirteglerinde anlamli bir artis sagladi.
Glukoz-regiile protein 78 ekspresyonu anlamli olarak KC dokusunda artti. Tiim IR
gruplarinda perisantral hepatositlerde pozitif immiinoboyama gozlendi (sekil 4.3A).
Immiinoboyanma kontrol, DMSO, GW ve sham gruplarinda belirgin degildi. Pozitif
boyanan hiicrelerdeki boyanma ylizdesi ve siddetine gore elde edilen immiinoboyama
skorlart1 IR, GW+IR ve DMSO+IR gruplarinda kontrol, sham, GW ve DMSO
gruplaria gore istatistiksel artis gosterdi (sekil 4.3B). Karaciger IR hasarinda GW

tedavisinin ER stresi biyobelirteglerine etkisi hepatik yapinin elektron mikroskobik
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incelemesi ile de belirlendi. GRP78 ve CHOP'un hiicresel lokalizasyonunu belirlemek
icin immiinoelektron mikroskopi yapildi. Karaciger dokusunun elektron mikroskopisi
hiicresel hasari, mitokondrial sismeyi ve piirtiiklii ER yapilarinin hasarimi gosterdi
(sekil 4.4A). Altin nanopartikiillerle isaretli GRP78, tiim deney gruplarinda ER
membraninda gozlendi. IR gruplarinda ise agirlikli olarak ER limeninde ve hicre
sitoplazmasinda goriildii. Altin nanopartikiillerle isaretli CHOP tiim deney gruplarinda
agirlikli olarak hiicre ¢ekirdeginde ve sitoplazmasinda gozlendi. IR gruplarinda altin
nanopartikiillerle isaretli GRP78 ve CHOP kontrol, sham, GW ve DMSO gruplarina
gore anlamli bir artis gosterdi. Western blot analizi de tiim IR gruplarinda GRP78 ve
CHOP'un kontrol, sham, GW ve DMSO gruplarina gore anlamli olarak arttigini
gosterdi. (sekil 4.4B, sekil 4.4C ve sekil 4.4D). KC IR hasarinda N-SMase inhibitorii
ile tedavi analiz edilen ER stresi biyobelirteclerinde anlamli bir azalma olusturmadi.
Tiim IR gruplarinda goriilen GRP78 ve CHOP mRNA diizeylerindeki artig protein
seviyelerinde goriilen yiiksekligi dogruladi (sekil 4.4E).
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Sekil 4.3. Karaciger dokusunda GRP78 immiinoboyamasi. A) Her deney grubundan temsili bir
mikroskobik goériintl. Buyltme: 20x. CV, santral ven; IR, iskemi-reperfizyon; GW, GW 4869 tedavisi
verilen grup; DMSO, dimetil sulfoksid verilen grup. Bar, 200 um. B) GRP78 immiinoboyama skorlari.
Degerler ortalama = SD olarak verilmistir. n=4-5. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yonlii varyans

analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi.*, p<0.05 kontrol, sham, GW
ve DMSO gruplari ile karsilastirildiginda.

31



®) wpa K S DMSO GW IR DMSO-IR GW-IR

-9 e ome wr w e W Gre7s
- D s & “ s o

43-99m e em= s s == == Aktin

(@]

w
w

(D,

=

3- 3 *
£a5 £ .
< 3 )
~
R =15
& 1 2 1
O o5 Q05

0 0

Y
O&o 496‘ @"o & \‘“‘9‘\“ &
& « ¥ & 6
9
(E) 8 *

= B GRP78 *
g6
£ O CHOP
o
-
5 41
—
<
Z 2
o
£

o 4

Sekil 4.4. Endoplazmik retikulum stresi biyobelirtegleri. A) Her deney grubundan temsili karaciger
dokusu elektron mikroskobi goriintiileri. N, nukleus. Oklar altin nanopartikiilleri ile isaretli GRP78 ve
CHORP proteinlerini gdstermekte. Beyaz bar 2 um. B) GRP78 ve CHOP western blot analizi. C) GRP78
protein bantlarinin Imagel software ile dansitometrik analizi D) CHOP protein bantlarinin ImagelJ
software ile dansitometrik analizi. Sunulan veriler 3 farkli deneyden elde edilmistir. Tiim degerler
ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA analizi ile yapilmis, gruplar
arasindaki farklilik Tukey testi ile degerlendirilmistir. *, p<0.05 kontrol, sham, DMSO ve GW gruplari
ile karsilastirildiginda. E) Karaciger GRP78 ve CHOP mRNA diizeyleri. Degerler kat degisim (2 ** Ct)
seklinde hesaplanmus, ortalama + SD olarak verilmistir. n=3. Istatistiksel analiz tek yonlit ANOVA
analizi ile yapilms, gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile degerlendirilmistir. *, p<0.001 sham,
DMSO ve GW gruplari ile karsilastirildiginda.

4.4. NF-kB p65 Protein Dlzeyleri
Deney gruplarinda dlciilen NF-kB protein diizeyleri anlamli bir degisim gostermedi
(sekil 4.5A). Ancak, IR ve DMSO+IR gruplarinda fosforile NF-kB p65 duzeyleri
anlaml olarak artis gosterdi. Bu durum, IR hasarinin KC dokusunda NFkB
aktivasyonuna neden oldugunu gosterdi (sekil 4.5B ve sekil 4.5C). Iskemireperfiizyon
hasarinda N-SMase inhibitorl ile tedavi fosforile NF-kB p65 dizeylerini IR ve
DMSO+IR gruplaria gore anlamli olarak azaltti.
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Sekil 4.5. Karaciger NF-kB p65. A) NF-kBp65 protein seviyeleri. Degerler ortalama + SD olarak
verilmigtir. n=8-10. B) Fosforile NF-kB p65 (Ser536) western blot analizi. C, kontrol; S, sham; DMSO,
dimetil sulfoksit verilen grup; GW, GW 4869 verilen grup; IR, iskemi-reperfiizyon grubu. C) Protein
bantlarinin dansitometrik analizi ImageJ software programu ile yapildi. Sunulan veriler 3 farkli deneyden
elde edilmistir. Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA
analizi ile yapilmis, gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile degerlendirilmistir.*, p<0.05 kontrol,
sham, DMSO, GW ve GW+IR gruplart ile kiyaslandiginda.
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4.5. Apoptozis

Sekil 4.6A her deney grubunda temsili bir KC TUNEL boyamasini gostermektedir.
Koyu kahverengi hiicreler ve piknotik nukleus apoptozis varligini gosterir ve tim IR
gruplarinda perisantral hepatositlerde gozlenmistir. TUNELpozitif olan hiicreler
KC'de quantifiye edildi (Sekil 4.6B). Karaciger TUNEL boyamasi tiim IR gruplarinda
kontrol, DMSO, GW ve sham gruplarma gore anlamli bir artis gosterdi. Iskemi-
reperfiizyon hasarinda N-SMase inhibitorii ile tedavi IR ve DMSO+IR gruplarina gore

anlamli olarak apoptotik hiicre yiizdesini azaltti.

4.6. Sitokrom c Protein Miktari

Sitozolik sitokrom c (cyt c) protein miktar1 IR ve DMSO+IR gruplarinda kontrol,
DMSO, GW ve sham gruplarina gére anlaml bir artis gosterdi (Sekil 4.6C). Iskemi-
reperfiizyon hasarinda N-SMase inhibitorii ile tedavi sitozolik sitokrom ¢ miktarinda
azalma sagladi. GW +IR grubu ile kontrol, DMSO, GW ve sham gruplar1 arasinda

sitokrom ¢ miktar1 farklilik géstermedi.

4.7. Kaspaz Aktivitesi

IR ve DMSO +IR gruplarinda kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitesi kontrol, DMSO, GW ve
sham gruplarina gore anlamli olarak yiiksekti. (Sekil 4.6D). Iskemireperfiizyon
hasarinda N-SMase inhibitorl ile tedavi tum 6lgulen kaspaz aktivitelerinde azalma
sagladi. GW +IR grubu ile kontrol, DMSO, GW ve sham gruplar1 arasinda tiim kaspaz

aktiviteleri farklilik gostermedi.
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Sekil 4.6. A) Karaciger TUNEL boyamasi. Her deney grubundan temsili karaciger dokusu mikroskobi
gorintileri. CV, santral ven; IR, iskemi-reperflizyon; GW, GW 4869 verilen grup; DMSO, dimetil
sulfoksit verilen grup. Bar 200 um. B) Karacigerde apoptotik hiicre ylizdesi. Hiicreler her kesitde 5
biiytlitme alaninda (HPF, 40X) sayildi. Apoptotik hiicre oran1 sayilan total hiicre sayisina gore belirlendi.
Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir. n= 5. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA analizi ile
yapilmis, gruplar arasindaki farklilik Tukey testi ile degerlendirilmistir.*, p<0,001 kontrol, sham,
DMSO, GW ve GW+IR gruplart ile kiyaslandiginda. **, p<0,001 kontrol, sham, DMSO ve GW gruplari
ile kiyaslandiginda. #, p<0,001 kontrol, sham, DMSO ve GW gruplari ile kiyaslandiginda. C) Sitokrom
¢ protein miktari. Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir. n=8-10. Sitozolik fraksiyonda bulunan
Cyt c, kontrol grubuna gore oranlanarak verilmistir. 600 nm'deki abzorbans degisimi AOD/dK olarak
Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklililk Dunn's testi ile
belirlendi. *, p<0,05 kontrol, sham, DMSO ve GW gruplar ile kiyaslandiginda. D) Blotlarin bant
yogunlugu, ImagelJ yazilimi1 (NIH, Bethesda, MD) tarafindan belirlendi. Tiim degerler ortalama + SD
olarak verilmistir. n=8-10. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasi farklilik
Holm- Sidak yéntemi ile yapilmistir. *, p<0,05 kontrol, sham, DMSO, GW ve GW+IR gruplar ile
kiyaslandiginda. E) Sitokrom c protein miktari. Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmigtir. n=8-10.
Karaciger dokusunun sitosolik fraksiyonlarindaki Cyt ¢, kontrol grubuna gore oranlanarak verilmistir.
600 nm'de absorbanstaki degisimi AOD / min olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans
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analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi. *,p<0,05 kontrol, sham, DMSO
ve GW gruplar ile kiyaslandiginda. F) Kaspaz Aktivitesi. Tiim kaspaz 6lgtimleri igin degerler ortalama
+ SD olarak verilmistir. n= 8-10. Kaspaz degerleri igin istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yonli
varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasindaki farklilik Dunn's testi ile belirlendi *, p<0,05 kontrol,
sham, DMSO ve GW gruplari ile kiyaslandiginda.

36



5 TARTISMA

Seramid, IR'ye bagli olusan mitokondrial hasarda 6nemli bir rol oynar (Novgorodov
ve Gudz, 2009). Bu nedenle son yillarda KC hastalik modellerinde sfingolipid sinyal
iletisi Uzerindeki ¢alismalar artmistir (Mari ve Fernandez, 2007). Tez ¢alismamizda
hepatik IR hasarinda N-SMase inhibisyonunun apoptotik sinyalizasyon Utzerindeki

regllatuar etkisini gosterdik.

Yapilan arastirmanin sonuglari literatiirde ilk kez rapor edilmistir. Tezimizde, lobar
ik hepatik iskemi modelini kullanarak SMase inhibisyonunun ER stresi
biyobelirtecleri, NF-kB p65 aktivasyonu, apoptozis, sitokrom ¢ salinimi ve kaspaz
aktivitesi Uzerindeki etkilerini inceledik. Verilerimiz N-SMase inhibisyonunun ER

stresi lizerinde etkili olmadigini ancak apoptozisi azalttigini gosterdi.

Ilik KC IR modelinde serum ALT aktivitesinde anlamli bir artig goriildii. Serum ALT
aktivitesinde goriilen anlaml artis KC hasarmin varligina isaret eder (Ozer ve ark,
2008) ve bu nedenle kullanilan sican modelindeki KC hasart varligin1 dogrular (sekil
4.1). Karaciger kesitlerinin patolojik degerlendirmesi de KC IR hasarin1 gostermistir
(table 4.1) ve bu nedenle artmis serum ALT aktivitesi ile uyumludur. N-SMase
inhibisyonu ALT aktivitesini ve histopatolojik KC hasarmi anlamli olarak
degistirmedi. ALT aktivitesi KC dokusunda ¢ok yiiksektir ve dokudan salinan az

miktardaki enzim dolagimdaki aktivitede anlamli bir yiikselise neden olabilir.

Iskemi-reperfiizyon hasari kontrol gruplarma gore hepatik N-SMase aktivitesinde ve
doku seramid diizeylerinde anlamli bir artisa neden olmustur. Bu veriler, 1lik KC IR
modelinde gorilen N-SMase aktivite artisi ile uyumludur (Unal ve ark, 2016).
Calismamizda kullanilan N-SMase dozu (1.25 mg/kg/giin) hepatik dokuda N-SMase
aktivitesini inhibe etmek i¢in yeterliydi (sekil 4.2A). Daha 6nceki ¢alismalari dogrular
sekilde (Tabatadze ve ark, 2010), verilen dozdaki selektif N-SMase inhibitori
(GW4869) saghikli KC dokusunda sfingomyelin ve seramid miktarinda anlamli bir
degisiklik olusturmadi (sekil 4.2B ve 4.2C). Selektif N-SMase inhibitéri olan
GW4869 hiicre gecirgenligine sahiptir ve notral sfingomyelinaz enzimini non-
kompetitif olarak inhibe eder (IC50=1uM). GW4869 asit sfingomyelinaz enzimini
etkilemez (Luberto ve ark, 2002). Notral sifingomyelinaz enzimi hiicresel stres
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durumunda aktive olabilir ve membran sfingomyelinlerinden seramid olusumuna

neden olur. Seramid, sinyal iletisi olusturabilir veya sfingosin-1-fosfata doniisiir.

ER stresi ile iliskili proteinler GRP78 ve CHOP IR hasarina ugramig tiim KC
dokularinda yiikseldi. Bulgularimiz, KC IR hasarinda artmis ER stresi oldugunu rapor
eden calismalarla uyumludur (Zhou ve ark, 2016) Artmig GRP78 protein seviyeleri ER
stresi varligini gosteren ve iyi bilinen bir biyobelirtegtir (Ni ve ark, 2011). Sekil 5.1'de
gosterildigi gibi normal fizyolojik sartlarda GRP78 ER liimeninde saperon gibi ¢aligir
ve bir kismi1 PKR-benzeri ER kinaz'a (PERK) baglanir. Katlanmamis proteinlerin
varliginda GRP-78 PERK'den ayrilir ve katlanmamis proteinlere baglanarak ER
homeostazisini saglar (Ni ve ark, 2011). PERK'in GRP78'den ayrilmasi sonucunda
PERK fosforile olarak Okaryotik baslama faktorii 2 alfa'yr (elF2a) fosforile eder
(Pfaffenbach ve Lee, 2011). Fosforile eIlF2a mRNA translasyonunu baskilayarak total
protein sentezini azaltir ve katlanmamig proteinlerin olusturacagi hiicre
sitotoksisitesini engeller (Zhu ve Lee, 2015). Ancak, fazla veya uzamis ER stresi
varliginda fosforile elF2a, aktive edici transkripsiyon faktorii 4'in (ATF4)
mRNA'sinin translasyonunu saglar. ATF4 olusumu CHOP genini aktive eder. CHOP
bir transkripsiyon faktorii olarak proapoptotik genlerin aktivasyonunu ve antiapoptotik
Bcl-2 geninin baskilanmasini saglar (Li ve ark, 2012). Karaciger IR hasarinda N-
SMase inhibisyonu GRP78 ve CHOP seviyelerini anlamli olarak degistirmedi. Bu
durum, ER stresine bagl hiicre dliimiinde N-SMase inhibisyonunun etkili olmadigini

gBstermistir. (Sekil 4.3 ve 4.4).

Karaciger IR hasarinda ER stresinin varligi NF-kB aktivasyonuna sebebiyet verebilir
(Sekil 4.5) (Lin ve ark, 2012) Uzamis ER stresi adaptasyon, stres ve apoptozis
asamalarindan geger. Adaptasyon saglanamaz ise, ER stresi Nf-kB'yi aktive eder (Lin
ve ark, 2012). Yakin zamanda retinal epitel hiicrelerinde (RPE) yapilan ¢aligmalar ER
stresinin NF-kB'nin aktivasyonuna ve hiicre ¢ekirdegine ge¢mesine neden oldugunu
gostermistir (Kucuksayan ve ark, 2014). Calismamizda gézlemledigimiz NF-kB'nin
aktivasyonu, ER stresinin NF-kB aktivasyonuna neden oldugunu gosteren yayinlarla
uyumludur (Pahl ve Baeuerle, 1995). Iskemi-reperfiizyon hasarmnda N-SMase
inhibisyonu fosforile NF-kB p65 seviyelerini diigiirmiistiir. RPE hiicrelerinde de
SMase aktivitesinin inhibisyonu benzer sekilde NF-kB aktivasyonunu baskilamigtir

(Kucuksayan ve ark, 2014).
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Karaciger IR hasarinda apoptozisin uyarilmast (sekil 4.6) ER stresine bagli hiicre
sinyalizasyonu ve seramide bagl oksidatif/nitratif stresten kaynaklanabilir (Unal ve
ark, 2016). Reaktif oksijen ve nitrojen tirleri apoptozisi 2 ana yoldan regule edebilir
(Aslan ve ark, 2013). Tumor nekrozis faktor- a (TNF-a) ve Fas ligandinin membran
reseptorlerine baglanmasi sonucunda kaspaz-8 aktivasyonu gergeklesir ve ekstrinsik

apoptotik yolak uyarilir.

Strese bagli mitokondrial sitokrom-c salinimi ise intrinsik apoptotik yolagi uyarir.

Sekil 5.1'de gosterildigi gibi, salinan sitokrom c apoptotik proteaz aktive edici faktorl
(Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile bir kompleks teskil eder. Bu kompleks kaspaz-9'u aktif
hale getirir. Hem intrinsik hem de ektrinsik apoptotik sinyal iletisi kaspaz-3'Un
aktivasyonuna neden olur. Karaciger IR hasarinda kaspaz -3, -8 ve -9 aktivasyonunda
anlamli bir artis saptandi. N-SMase inhibisyonu sonucunda kaspaz aktivitelerinde
anlamli bir diisiis goriildii. Elde edilen veriler fazla miktarda seramid saliniminin
intrinsik apoptotik yolagi uyardigini diistindiirmektedir. Daha 6nce belirtildigi gibi N-
SMase inhibisyonu ER stresine bagli hiicre 6liimii yolagi iizerinde bir etki saglamadi.
Bu nedenle N-SMase inhibisyonuna bagl gériilen apoptotik hiicre dliimiindeki azalma
seramid duizeylerindeki diisiisten kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5.1. Iskemi reperfiizyon hasarinin nétral sfingomyelinaz aktivitesi, ER stresi ve apoptozis
aktivitesi Uzerindeki etkisi. Apaf-1, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1; ATF4, aktive edici
transkripsiyon faktér 4; CHOP, C/EBP-homolog protein; Cyt-c, sitokrom c; elF2a, 6karyotik baglama
faktori 2 alfa; ER, endoplazmik retikulum; GRP78, 78 kDa glukoz-regile protein; NSMase, nétral
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sfingomyelinaz; p- elF2a, fosforile 6karyotik baglama faktorii 2 alfa; PERK, PKR-benzeri ER kinaz; p-
PERK, fosforile PKR-benzeri ER kinaz.
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6.SONUC ve ONERILER

Calismamiz, KC IR hasarinda hepatik N-SMase aktivitesinin, seramid diizeylerinin ve
apoptozisin anlamli sekilde arttigin1 gostermistir. N-SMase inhibisyonu postiskemik
KC'de anlaml1 olarak apoptotik stresi azaltmistir. N-SMase inhibisyonu yapan diger
ajanlarin kesfi ve ¢alisilmas: KC IR hasarinin tedavi agisindan 6nem teskil eder. Bu

ajanlar KC IR hasarinda goriilen hiicre 6liimiinii azaltabilirler.
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