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OZET

Amac: Bu ¢alisma, insan bobrek epitel hiicrelerinde (HEK-293), tunikamisin (TM) ile
iliskili sfingolipid ve poliansatiire yag asidi (PUFA) degisimlerini ve bunlarin inflamatuar
ve apoptotik yolaklar iizerine ektilerini belirlemeyi amaglamistir. HEK-293 hiicrelerine
endoplazmik retikulum (ER) stresini indiiklemek i¢in tunikamisin ve sitotoksisiteyi
azaltmak i¢in bir ER stres inhibitorii olan tauroursodeoksikolik asit (TUDCA)

uygulanmaistir.

Yontem: Hiicre canliligi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit
(MTT) analizi ile belirlendi. Sfingomiyelin (SM), seramid (CER) ve PUFA seviyeleri sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile 6lgiildii. Glukozla diizenlenen
protein 78-kd (GRP78), kesilmis kaspaz-3 ve siklooksijenaz-1 (COX-1) protein seviyeleri
immiinofloresan yontem ile degerlendirildi. Enzim aktivitelerindeki degisiklikler sitozolik

fosfolipaz A2 (CPLA»), total COX ve prostaglandin E2 (PGE?) olgiimleri ile belirlendi.

Bulgular: Tunikamisin ile muamele edilmis hiicrelerde azalan hiicre canliligi gozlendi.
Tunikamisin uygulamasini takiben TUDCA ’nin muamelesi, tek bagina TM uygulamasina
kiyasla hiicre canliligint anlamli olarak arttirdi. Tunikamisin ile indiiklenen ER stresi,
GRP78’in anlamli olarak artmis protein seviyeleri ile dogrulandi. Kontrole kiyasla 5
ng/ml TM ile muamele edilen hiicrelerde sfingosin-1-fosfat (S1P) seviyeleri ve cPLA;
aktivitesinde anlamli bir azalma meydana gelirken, C18-C24 CER'lerde ve kaspaz-3
aktivitesinde anlamli bir artis gdzlendi. Tunikamisin uygulanan hiicrelerde cPLA>
aktivitesindeki azalmaya, anlamli olarak artmis PUFA seviyeleri eslik etti. Tunikamisin
ile TUDCA ’nin birlikte uygulamasi, ER stresini, C18-C24 CER seviyelerini ve kaspas-3

aktivitesini anlamli olarak azaltt1 ve S1P seviyelerini arttirdi.

Sonug: Bu ¢alisma ile ER stresine maruz kalan HEK-293 hiicrelerinde artan apoptotik
aktivitenin yani sira, hiicrelerde uzun zincirli CER’lerin ve PUFA’larin birikimi
gosterilmistir. Tauroursodeoksikolik asit uygulamasi, TM muamelesi sonucu biriken CER

seviyelerini ve TM ile indiiklenen apoptotik aktiviteyi azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek, Tunikamisin, Sfingolipid, Seramid, PUFA



ABSTRACT

Objective: This study aimed to determine tunicamycin (TM)-related sphingolipid and
polyunsaturated fatty acid (PUFA) changes in human kidney cells (HEK-293) and their
effects on inflammatory and apoptotic pathways. Tunicamycin was employed to induce
endoplasmic reticulum (ER) stress in HEK-293 cells and an ER stress inhibitor,

tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), was given to minimize cytotoxicity.

Method: Cell viability was determined by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Sphingomyelin (SM), ceramide (CER) and
PUFA levels were measured by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). Glucose-regulated protein  78-kd (GRP78), cleaved caspase-3 and
cyclooxygenase-1 (COX-1) protein levels were assessed by immunofluorescence.
Cytosolic phospholipase A2 (cPLA?), total COX and prostaglandin E2 (PGE2) were

measured to evaluate changes in enzyme activity.

Results: Decreased cell viability was observed in TM treated cells. Administration of
TUDCA following TM treatment significantly increased cell viability compared to TM
treatment alone. Tunicamycin-induced ER stress was confirmed by significantly
increased protein levels of GRP78. A significant increase was observed in C18-C24 CERs
and caspase-3 activity, while a significant decrease occurred in sphingosine-1-phosphate
(S1P) and cPLA: activity in cells treated with pg/ml versus controls. The decrease in
cPLA: activity was accompanied by significantly increased PUFA levels in TM treated
cells. Tauroursodeoxycholic acid treatment in conjunction with TM significantly
decreased ER stress, C18-C24 CERs, caspase 3 activity and increased S1P levels.

Conclusion: Results show the build-up of long chain CERs and PUFAs in HEK-293 cells
undergoing ER stress alongside increased apoptotic activity. Tauroursodeoxycholic acid
administration, along with TM treatment alleviated the build-up of CERs and TM-induced

apoptotic activity in kidney epithelial cells.

Key words: Kidney, Tunicamycin, Sphingolipid, Ceramide, PUFA
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1. GIRIS

Endoplazmik retikulum stresi, akut ve kronik bdbrek hastaligi olan kisilerde, tiibiiler ve
glomertiler bozukluklarda rol oynamaktadir. Hiperglisemik ve proteiniirik hastaliklarda,
tiibiiler epitel hiicreleri adaptif bir ER stresine maruz kalir. Bununla birlikte,
hipergliseminin ve proteiniirinin siirmesi, zamanla ER stresine bagli apoptozise yol
acabilir (Inagi, 2009). Calismalar, ER stresinin diyabetik nefropati, inflamasyona bagl
bobrek hasari, renal iskemi-reperfiizyon ve proteiniiri baslangicinda rol oynadigim
(Taniguchi ve Yoshida, 2015) ve hem akut bobrek iskemisi (Kuznetsov ve ark., 1996)
hem de kronik renal tiibiiler interstisyel hasar (Kimura ve ark., 2008) sonrasinda ER
stresinin  indiiksiyonunu  gostermistir. Glomeriillerdeki podosit ve mezanjiyal
disfonksiyonlar da ER stresi ile iliskilidir. Membran nefropatisinin pasif Heymann nefrit
modelinde, komplement C5b-9’un glomertiler epitel hiicre hasarin1 ve komplement C5b-
9 membran atak kompleksi ile bu hiicrelerde ER stresini indiikledigi gosterilmistir
(Cybulsky ve ark., 2002). Tunikamisin veya thapsigargin gibi ER stres mediyatorlerinin
on kosullandirilmasinin, mezanjiyoproliperatif glomeriilonefriti gelistirdigi gosterilmistir
ve bu durum belirli bobrek hastaliklarinda ER stresini hedefleyen terapdtik yaklagimlarin

kullanilma olasiligini diistiindiirmektedir (Inagi ve ark., 2008).

Bobrek tiibiiler epitel hiicreleri, artan seviyede protein glikolizasyonuyla ER stresini
indiikleyici etki gosteren TM gibi kimyasallara kars1 ¢ok hassastir (Price ve Tsvetanova,
2007). Dahasi, TM’nin oldiiriicii olmayan tek bir intraperitonal enjeksiyonu, farelerde
gecici bobrek yetmezligi ile sonuclanmaktadir (Zinszner ve ark., 1998). Endoplazmik
retikulum stresi ve ER aracili hiicre 6liimii belirtecleri, nefrotoksik dozlarda sisplatin,
gentamisin ve asetaminofenin metabolitlerine maruz kalan bobrek dokusunda ve
parasetamol ile indiiklenmis renal tiibiiler hasarlarda da tanimlanmistir (Lorz ve ark.,

2004; Peyrou ve ark., 2007).

ER stresi altinda lipidlerin ve lipid ara metabolitlerinin birikmesi, bobrekte lipotoksisite
olarak tanimlanan metabolik yetmezligi tetiklemektedir (Aslan, Elpek, ve ark., 2021).
Sfingolipidler, bobrek hiicrelerinde yapisal ve sinyal verici rollere sahip ¢esitli metabolik

lipidlerdir. Sfingolipid metabolizmas1 ER stresini de igerebilen birtakim bdbrek



hastaliklari sirasinda degismektedir (Ueda, 2017). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
sicanlarda olusturulan renal ER stres modelinde artmis seramid seviyeleri gosterilmistir
(Aslan, Elpek, ve ark., 2021). Ayni sekilde, yag asiti birikimi de podositlerde gelisen ER
stresi ile iligkilendirilmistir (Sieber ve ark., 2010).

Seramidin, hiicre zar1 fosfolipidlerini yikima ugratan ve arasidonik asit salinimi
gerceklestiren cPLA> aktivasyonunu sagladigi bilinmektedir (Huwiler ve ark., 2001).
Seramidin ayrica ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), c-Jun N-terminal kinaz
(JNK) ve p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) yolaklar1 ile COX-2 protein
seviyelerini arttirdigi rapor edilmistir (Subbaramaiah ve ark., 1998). Benzer sekilde, artan
PUFA seviyelerinin mitokondriyal respirasyon ve [-oksidasyonu zayiflatarak hiicresel

hasar1 arttirdig1 yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Lu ve ark., 2010).

Bu c¢alisma, insan bobrek epitel hiicrelerinde, ER stresi aracili lipotoksisitenin
mekanizmasini anlamayi amaglamistir. HEK-293 hiicre hattinda ER stresi ile iliskili
sfingolipid ve PUFA degisimlerini incelemek i¢in lipidomik oOl¢iimler yapildi.
Endoplazmik retikulum stresinin neden oldugu lipotoksisite ve inflamasyon arasindaki
baglant1 da cPLA> aktivitesi, COX-1 protein ekspresyonu ve PGE: seviyeleri Ol¢iilerek
degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Morfolojisi ve Fonksiyonlarina Genel Bakis

2.1.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler, viicutta hayati fonksiyonlarin siirdiirilmesinde gorevli, bir¢ok farkli
fonksiyona sahip karmasik yapili organlardir. Bébreklerin birincil fonksiyonu viicutta
stvi, elektrolit ve asit-baz dengelerinin saglanmast ve plazmadan artiklarin
temizlenmesidir. Diizgiin isleyen bir madde-su homeostazinin saglanmasi diginda
bobreklerin bir diger 6nemli gérevi de hormonal diizenlemelerdir (Wallace, 1998). Tiim
bu fonksiyonlarin yerine getirilmesi i¢in bobreklerde yirmiden fazla 6zellesmis hiicre tipi

bulunmaktadir (Sivakamasundari ve ark., 2017).

Bobrekler omurganin her iki yaninda retroperitoneal olarak bulunmaktadir ve korteks
olarak adlandirilan bir dis bolge ve medulla olarak adlandirilan bir i¢ kisimdan
olusmaktadirlar (Sekil 2.1.). Medulla kism1 bobrek piramitleri olarak adlandirilan konik
olusumlardan meydana gelir ve bu olusumlar papilla kisminda son bulur. Papillalar yeni
olusan idrar1 Uireterler ile mesaneye gondermek iizere islevselmis bobregin pelvis kismina

acilmaktadir (Wallace, 1998).
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Sekil 2.1. Genel bobrek anatomisi. (Blausen, 2014)’ten uyarlanarak Tiirkgelestirilmistir.



Bobreklerin ana fonksiyonel birimi nefrondur ve her bobrekte yaklasik 1 milyon nefron
bulunmaktadir. Kompleks bir aparat olan nefron bes temel bolimden meydana
gelmektedir (Bishop ve ark., 2013). 1) Glomeriil; kandan biiyiik miktarda sivinin filtre
oldugu, Bowman kapsiilii ile sarilmig renal tiibiiliin sonundaki genislemis kapiller yumak
sistemidir. Her glomeriil kan1 getiren afferent arteriyol ve kani gotiiren efferent arteriyol
ile beslenerek akis saglanmaktadir. 2) Proksimal kivrimli tiibiil; kortekste bulunmaktadir
ve kapillerden filtre olan sivi Bowman kapsiiliinden sonra buraya akmaktadir. 3) Henle
kulpu; medullada bulunmaktadir. Inen ve ikinci yaris1 daha kalm olan ¢ikan kollardan
olusur. 4) Distal kivirmli tiibiil; Henle kulpunun ¢ikan kisminin kortekse yeniden
girmesiyle olusur. 5) Toplayici kanallar; iki veya daha fazla distal kivrimli tiibiiliin
birlesmesi ile olugmaktadir ve nefrondan siiziilen idrarin toplandigi medullada
bulunmaktadir. Toplayici kanallar ¢aplari giderek genisleyip birleserek igeriklerini bobrek
pelvisine bosaltirlar (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Bobrek anatomisi ve nefron yapisi. A) Bobrek genel anatomisi. B) Nefron yapisinin bes temel
bolimil. C) Nefron aparatinin afferent ve efferent arteriyoller ile etkilesimi. (Filippo, 2012)’den uyarlanarak
Tiirkgelestirilmistir.



Distal tiibiiliin baglangi¢ kisminda macula densa olarak bilinen nefron fonksiyonlarinin
kontroliinde 6nemli iglevleri olan bir hiicre grubu bulunmaktadir. Macula densa ve
jukstaglomertiler hiicreler bir araya gelerek jukstaglomeriiler aparati (JGA) olustururlar
(Sekil 2.3.). Jukstaglomeriiler aparat, hidrasyon, kan hacmi ve iyon konsantrasyonu gibi
cesitli faktorlere bagl kan akis hizini1 kontrol etmektedir ve kan basinci degisikliklerine

yanit olarak buradan renin salgilanmaktadir (Giirdol, 2019).
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Sekil 2.3. Jukstaglomeriiler aparat (JGA). (Jennings ve ark., 2020)’den uyarlanarak Tiirkcelestirilmistir.
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2.1.2. Bobreklerin Fonksiyonlar:

Bobreklerin  baslica goérevi viicut sivilari igeriginin diizenlenmesi ve endokrin
fonksiyonlardir. Sekil 2.4. bobreklerin temel fizyolojik mekanizmalarini 6zetlemektedir.
Bobrege gelen kan ilk olarak nefronun birincil kismi olan glomeriilde siiziiliir. Hiicre ve
proteinlerden arinmis kisim bir sonraki agamada proksimal kivrimli tiibiile ulagir.
Proksimal tiibiilde viicut i¢in esansiyel maddeler geri emilerek dolasima kazandirilir.
Ayrica proksimal tiibiiliin ikincil gorevi olan tiibiiler sekresyon da bu asamada meydana
gelir. Sonraki asamada Henle kulpunun inen ve ¢ikan kollarinda su ve elektrolitlerin geri
emilimi saglanarak distal kivrimli tiibiilde filtrat artik son igerigine ulasir. Distal kivriml
tiibiilde ayrica elektrolit ve asit-baz dengesinin saglanmasi i¢in birtakim hormonlarin

salmimi gergeklesir. Filtrat son asamada toplayici kanallara gonderilir ve burada son



olarak su ve sodyum geri emilimleri kontrol edilerek renal fonksiyonlar tamamlanmis olur
(Guyton ve Hall, 2005).
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Sekil 2.4. Nefronun temel fizyolojik mekanizmalari. Filtrasyon, geri emilim, sekresyon ve atilimin basit
semasi Ozetlenmistir. Sekil, Wikimedia Commons web sayfasindan alinarak Tiirkgelestirilmistir.
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Physiology _of Nephron.svg, Erisim tarihi: 17 Mayis 2021)

Homeostazin saglanmasinda bobreklerin dort temel islevi goriillmektedir; Sivi-elektrolit
homeostazinin siirdiiriilmesi: Bobrekler atilan su ve elektrolit orani ile alinan miktarin bir
denge halinde kalmasini saglamaktadirlar. Diyetle alinan sodyum, potasyum, kalsiyum ve
magnezyum gibi elektrolit diizeyleri degisken oldugundan, plazma-elektrolit dengesinin
saglanmasi hayati 6nem tasimaktadir. Asit-baz homeostazinin korunmasi: Bobrekler
akcigerlerle birlikte tampon islevi gorerek fazla asit oranlarinin diisiiriilmesini ve asit-baz
dengesinin korunmasini saglamaktadir. Metabolizma son iiriinlerinin ve toksik bilesiklerin
uzaklastirtimasi: Bobrekler viicutta meydana gelen metabolik son iiriinlerin (iire, tirik asit,
kreatinin vs.) ve suda ¢oziinen yabanci kimyasal maddelerin atilmasinda birincil

gorevlidir. Hormonal fonksiyon: Bobreklerde bazi hormonlarin sentezi, baz1 hormonlarin
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ise aktif hale getirilmesi gergeklesmektedir. Bu bakimdan hem primer hem de sekonder
endokrin organ olarak goriilmektedir. Bobreklerde sentezlenen hormonlar arasinda
eritropoietin, renin gibi hormonlar yer almaktadir. Ayrica bobreklerde D vitaminin aktif
formu olan, 1,25-dihidroksi D3 olusumu gergeklesmektedir (Finco, 1997; Giirdol, 2019).

2.2. Endoplazmik Retikulum Fonksiyonlar: ve Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), proteinlerin katlanmasindan, post-translasyonel
modifikasyonlarindan ve lipit biyosentezinden sorumlu (Goérlach ve ark., 2006), zayif
cevresel degisimlerle ve hiicresel streslerle sinyal yolaklarini kontrol eden membrandz ag
yapisinda 6nemli bir organeldir (Ron ve Walter, 2007). ER hiicre i¢inde birincil serbest
kalsiyum depolama bdolgesidir ve hiicre i¢i kalsiyum homeostazisini saglamaktadir (Inagi
ve ark., 2014). Membran yapisina dahil olan ve ekstraseliiler alana gonderilecek
proteinlerin sentezi ER’de gergeklestirilir ve N-glikozilasyon, oligomerizasyon, disiilfit
baglari, hidroksilasyon, gibi proteinlerin aktif yapilarinin olusma asamalari, proteomun
yaklasik %30’unu olusturan ve salgilanmak iizere sentezlenen proteinlerin dogru sekilde

katlanmasi i¢in ¢ok dnemlidir (Rutkowski ve Hegde, 2010; Hetz, 2012).

ER liimeni, igerisindeki iyon dengesi, sentez yiikii gibi fizyolojik ve biyokimyasal
seviyede meydana gelen degisimlere oldukca hassastir. Stres faktorlerinin neden oldugu
hiicre i¢i bozulmalar, ER’nin 6zellesmis ortamini bozar ve katlanmamis proteinlerin
birikmesine neden olur (Chakrabarti ve ark., 2011). Enerji ya da besin eksikligi, anormal
kalsiyum regiilasyonu, viral enfeksiyonlar, hipoksi, serbest radikallere maruz kalma, asir1
kolesterol yiikii gibi c¢esitli fizyolojik ve patolojik olaylar protein katlanmasini
degistirebilir ve ER stresini indiikleyebilir (Gombedza ve ark., 2019).

Yanlis katlanmig veya katlanmamig proteinlerin birikimi hiicrelerde toksisite
yaratmaktadir ve bu toksik etkiden dolay1 hiicrenin stresi hissetmesi, cevap vermesi ve
azaltmasi gerekir. Uygun katlanma yeniden saglanamaz ise yanlis katlanmis proteinler
sitozole gonderilerek ER iligkili protein yikimi (ER associated protein degredation ERAD
system) yolagi ile isaretlenir ve ubikitin ve proteozom aracili par¢alanma ile ortadan
kaldirilir. ER sentez kapasitesinin asilmast durumunda katlanmamis veya yanlis katlanmis

proteinler birikmeye devam eder ve bu durum ‘‘katlanmamis protein cevab1’’ (unfolded



protein response; UPR) mekanizmasinin aktiflesmesine neden olur (Chakrabarti ve ark.,
2011).

2.2.1. Katlanmamis Protein Cevab1 (UPR)

Katlanmamis protein cevabi, ER stresi etkileri ile miicadele etmek igin aktiflestirilen bir
hiicresel sinyal mekanizmasidir. UPR ii¢ temel mekanizma ile homeostazi diizenler; 1)
katlanmamis proteinlerin tekrar katlanmasini saglayan ER ile iligkili saperonlar1 aktive
ederek, 2) protein translasyonunu baskilayarak katlanmamis protein olusumunu
durdurarak ve 3) homeostaz saglanamaz ve protein birikimi devam ederse ¢evre dokuya

zarar vermemek adina hiicreyi apoptozise yonlendirerek (Szegezdi ve ark., 2006).

Endoplazmik retikulumda bulunan katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinler, ERAD
makineleri tarafindan sitoplazmaya geri transfer edilir ve proteozom tarafindan parcalanir
(Gorlach ve ark., 2006). Fakat ERAD makinelerinin kapasitesini asan miktarda protein
sentezlendiginde, katlanmamig proteinler ER’de birikir ve UPR, ER stresini azaltmaya
yonelik olarak kompleks bir sinyallesme mekanizmasi baglatir (Yoshida, 2007). Memeli
hiicrelerinde UPR sensoérii olarak iic ER transmembran proteini tanimlanmistir; aktive
edici tanskripsiyon faktorii 6 (ATF6), inozitol gerektiren kinaz 1 (IRE1) ve protein kinaz
RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) (Chakrabarti ve ark., 2011) (Sekil 2.5.). Bu
mediyatorler integral proteinlerdir ve ER liimeninde bir domaine ve downstream sinyal
efektorlerini aktive eden sitozolik bir domaine sahiptirler (Rasheva ve Domingos, 2009).
Iyi isleyen *‘stressiz’ bir hiicrede bu ii¢ transmembran protein GRP78 saperonuna bagl

olarak inaktif halde bulunur (Hotamisligil, 2010).
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Sekil 2.5. UPR sinyal mekanizmalari. ER stresi altinda, UPR sensor proteinleri PERK ve IREL,
dimerizasyon ve sonrasinda fosforilizasyon ile, ATF6 ise Golgide restriksiyon enzimleri tarafindan
kesilerek aktif hale gelmektedir. (Inagi ve ark., 2014)’den uyarlanarak Tiirkcelestirilmistir.

Glukozla diizenlenen protein 78 (GRP78), 78 kDa agirliginda monomerik veya dimerik
formda var olan, hiicre yasayabilirligini korumak igin bir¢ok fonksiyona sahip bir
proteindir (Diizgiin ve ark., 2012). Sentezlenen proteinlerin ER’ye translokasyonunda, bir
saperon olarak protein katlanmasmin saglanmasinda, katlanan proteinlerin kalite
kontrollerinin saglanmasinda, yanlis katlanan proteinlerin yikiminda ve UPR yanitlarinin
saglanmasinda 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Hebert ve Molinari, 2007). Oligomerik
formu depolama sekli olup monomerik formda ise katlanmaya yardim ederek bir saperon
gorevi gormektedir (Zhu ve Lee, 2015). GRP78 seviyeleri hiicre iginde nispeten diisiik
seviyelerde tutulur. ER ve kalsiyum homeostazini etkileyen stresler altinda seviyeleri

onemli 6l¢iide artar (Casas, 2017).

2.2.2. Protein Kinaz RNA (PKR) Benzeri ER Kinaz (PERK) Sinyal Yolag
PERK yolagi katlanmamig veya yanlig katlanmis protein birikimini takiben hem sag kalim
hem de pro-apoptotik sinyalleri baslatir (Sekil 2.6.). Ancak ana islevi translasyonu modiile

ederek protein sentezini genel olarak azaltmaktir (Chakrabarti ve ark., 2011). PERK, ER



limeninde NHa-terminal stres sensorii ve bir sitozolik protein kinaz bolgesinden olusan,
ER membraninda lokalize Tip I transmembran serin treonin kinazdir. Stressiz bir hiicrede
GRP78’¢ bagl olarak, inaktif ve monomerik formda bulunur (Zhang ve Kaufman, 2008).
Endoplazmik retikulum, katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikimi sonucu
protein katlama kapasitesinin iizerinde bir yiike veya stres faktorlerine maruz kaldigi
zaman, normal sartlarda PERK’e bagli olan GRP78 ER liimenine protein katlanma
kapasitesini arttirmak i¢in gonderilirken, PERK kendisi ile dimerize olarak
otofosforillenir. Aktive olan PERK’in C-terminal kinaz domaini, 6karyotik translasyon
baglatma faktorii 20 (elF2a)’y1 serin 51°den fosforiller. Fosforillenen elF2a, hiicre iginde
genel translasyonu durdurur ve azalan translasyon, proteinlerin ER’de artisin1 engeller, bu
sayede katlanmasi gereken protein yiikii azalir (Randal J. Kaufman, 2002). Translasyonun
zayiflamasiin ardindan biriken katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler ERAD
tarafindan ER’den temizlenir ve sagkalim genlerinin ekspresyonu baslatilir (Harding ve
ark., 1999; R. J. Kaufman, 1999). Bu genlerin en iyi bilinenlerinden biri olan
transkripsiyon aktiflestirici faktdr 4 (ATF4), elF2a’nin baslattig1 genel protein sentezi
inhibisyonundan etkilenmez ve amino asit taginmasi ve sentezi, glutatyon sentezi, redoks
reaksiyonlar1 ve protein sekresyonu gibi hayatta kalim yanlis1 faktorleri kodlar (Ogen-
Shtern ve ark., 2016). Boylece PERK aktivasyonu ile ER stresine karsi hiicrenin protein

yiikii azaltilarak katlanmamis proteinlerin seviyelerinin azaltilmasi gergeklestirilmis olur.

ATF4, 16sin fermuar transkripsiyon faktor (bZIP) ailesine mensup bir transkripsiyon
faktoriidiir ve transkripsiyonu siiren ATF4, pro-apoptotik faktorlerin ekspresyonunu da
indiikleyebilir (Xu ve ark., 2005). ATF4, apoptotik hiicre 6liimii ile iligkili transkripsiyon
faktorii C/EBP homolog proteininin (CHOP) ekspresyonunu indiikler (Urra ve ark., 2013).
CHOP (GADD153 olarak da bilinir), bZIP ailesinden 29 kDa bir transkripsiyon
faktoriidiir. CHOP aktivitesi esas olarak B-hiicresi lenfoma 2 (Bcl2) ekspresyonunun
baskilanmasi ve hiicrelerin ER stresini indiikleyen ajanlara duyarli hale gelmesiyle
apoptozu tesvik eder (Oyadomari ve Mori, 2004). ATF4 ayrica niikleusa geldiginde
bliyiime aresti ve DNA hasar1 ile indiiklenebilir protein 34’iin (GADD34)
transkripsiyonunu da indiiklemektedir. GADD34, elF2a’nin defosforilasyonuna neden
olmaktadir ve bu sekilde ER stresi son buldugunda translasyonun yeniden diizenlenmesi

saglanir ve UPR bazal duruma doner.

10



7 Fosforilasyon

\
N

ER Stresi
_
PERK . [
o

(NF KB/
. £ @po
elF2u \
Translasyon

ATFAD,

((" L | UPR hedef genleri

AN v ks & = E
NN NN

Sekil 2.6. Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) sinyal yolagi. PERK, aktivasyonu sonrasi
genel protein sentezinin baskilanmast icin elF2a’y1 fosforile eder ve diger bir yandan redoks
metabolizmasinda gorev alan bir transkripsiyon faktorli olan NRF2 fosforile edilebilir. ElF20’nin
fosforilasyonu, otofaji, apoptoz, amino asit metabolizmasi ve antioksidan yanitlarda gorev alan genlerin
transkripsiyonunu kontrol eden bir transkripsiyon faktoriinii kodlayan ATF4 mRNA'nin translasyonuna
neden olur. (Hetz, 2012)’den uyarlanarak Tiirkgelestirilmistir.

Aktif PERK’in fosforilledigi diger bir protein ise niikleer faktor eritroid iligkili faktor 2
(NRF2)’dir. NFR2’nin inflamasyon ile indiiklenen oksidatif hasara karsi antioksidan
proteinlerin ekspresyonunu regiile ettigi diistiniilmektedir (Gold ve ark., 2012). Son olarak
aktif PERK-elF2a etkisi sonucunda heniiz tam olarak bilinmeyen mekanizmalar
tizerinden niikleer faktor-«B (NF-kB) aktivasyonunun gelistigi gosterilmistir (Fan ve ark.,
2018). NF-kB, proinflamatuvar yolaklarin merkezi diizenleyicisidir ve aktivasyonu
sonucu hiicrede inflamasyonla iliskili mediyatorlerin transkripsiyonlar1 indiiklenerek

inflamasyon kaskat1 meydana gelmektedir (Zhang ve Kaufman, 2008).

2.2.3. Aktive Edici Transkripsiyon Faktor 6 (ATF6) Sinyal Yolag:
Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) aktivasyonu, karmasik bir dizi translokasyon
ve geri donlislimsiliz proteolitik igslemleri icerir ve katlanmamis veya yanlis katlanmig

proteinlerin varliginda sag kalima yonelik transkripsiyonel bir regiilasyonu saglar (Sekil
2.7.) (Chakrabarti ve ark., 2011).

ATF6, 90 kDa agirliginda tip Il ER transmembran proteinidir ve hiicrede ER stresi

olmadig1 durumda GRP78’¢ bagl olarak inaktif pozisyonda bulunur (Ariyasu ve ark.,
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2017). Endoplazmik retikulum stresi, ATF6’nin N-terminalinden GRP78’in ayrilmasina
neden olur ve serbest kalan ATF6 golgiye transloke olarak burada aktive olur (Randal J.
Kaufman, 2002). ATF6 golgiye tasindiktan sonra diizenlenmis intramembran proteolizine
tabi tutulur; ilk olarak luminal domaini serin proteaz site-1 proteaz (S1Paz) ve ardindan
metaloproteaz site-2 proteaz (S2P) kesilmesi ile ayrilir (Lin ve ark., 2019). Bu kesilme
ATF6’nin 50 kDa’luk transkripsiyonel alaninin aktivasyonunu saglar ve ER stres

elemanlar1 ile genlerin ekspresyonunun diizenledigi niikleusa tasinmasini saglar

(Chakrabarti ve ark., 2011).

Kesilmis ATF6 ile GRP78, GRP94 gibi ER saperon aktiviteleri ve katlanmamig
proteinlerin degredasyonunu arttiran ERAD yolagi elemanlar1 gibi gerekli ko-
regiilatorlerin gen ekspresyonlari indiiklenir. Ek olarak ATF6, aktif IRE1 ile saperonlarin
ekspresyonunu ve kontrol elemanlarini indiikkleyen X kutusu baglayici protein 1’in
(XBP1) ekspreyonunu indiikler (Lin ve ark., 2019). Boylece ER katlanma kapasitesi
arttirilarak strese karsi bir korunma mekanizmasi ger¢eklesmis olur (Naidoo, 2009). Aktif
ATF6’nin niikleusa translokasyonu ile GRP78, GRP94, CHOP, XBP1, kalretikulin ve
protein disiilfit izomeraz (PDI) gibi hedef genlerin aktivasyonu goriilmektedir (Mei ve
ark., 2013).

ER Stresi
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ATFGf | UPR hedef genleri
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Sekil 2.7. Aktive edici transkripsiyon faktér 6 (ATF6) sinyal yolagi. ATF6, sitozolik domaininde bir Leu
fermuar (bZIP) transkripsiyon faktdre sahiptir ve stressiz bir hiicrede ER membraninda lokalize olarak
bulunmaktadir. ER stresine maruz kalan hiicrelerde ATF6, COP kapli protein II (COPII) araciligiyla
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Golgiye tagmir ve burada site 1 proteaz (S1Paz) ve site 2 proteaz (S2P) tarafindan kesilir. A¢iga ¢ikan
sitozolik domain fragmenti, ATF6f, ERAD bilesenlerini ve XBP1’i kodlayan genlerin upregiilasyonunu
saglar. (Hetz, 2012)’den uyarlanarak Tiirk¢elestirilmistir.

2.2.4. Inositol Gerektiren Kinaz 1 (IRE1) Sinyal Yolag:
Inositol gerektiren kinaz 1 (IREl), katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin
varliginda hem sag kalim hem de pro-apoptotik faktorleri i¢eren sinyal mekanizmalarini

baslatir (Sekil 2.8.) (Chakrabarti ve ark., 2011).

IRE1 hem sitozolik domaininde endoriboniikleaz hem de serin-treonin kinaz domainine
sahip 100 kDa tip | ER transmembran proteinidir (Szegezdi ve ark., 2006). iki formu
vardir; IRE1-a tiim hiicrelerde bulunurken,  formu sadece intestinal epitelyal hiicrelerde
bulunmaktadir (Ron, 2002). ER liimeninde yer alan IRE1’in N-terminali, PERK ile benzer
sekilde GRP78 ile etkilesimi yoluyla katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinleri
algilar. Normal sartlar altinda GRP78 IRE1’in N-terminaline bagli halde bulunur, fakat
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin varliginda katlanmaya yardimei olmak
icin IRE1’den ayrilarak liimene gider. Yapilan ¢alismalarda IRE1’in ayrica bir N-terminal
peptid baglayici domain ile GRP78’den bagimsiz olarak katlanmamis veya yanlig
katlanmig proteinleri algilayabildigi gosterilmistir (Bertolotti ve ark., 2000).

GRP78 ayrilmasi sonucu IRE1 homo-oligomerizasyon ve sonrasinda C-terminal kinaz
alaninin otofosforilasyonu ile aktive olur. IRE1 aktivasyonu hem kinaz hem de
endoriboniikleaz aktivitelerinin iki ayr1 sinyal ekseni araciliiyla eszamanli olarak sinyal
tiretmesini saglar. Endoriboniikleaz aktivitesi sitoplazmada bulunan XBP1-mRNA’dan 26
niikleotit uzaklastirir ve giiclii bir transkripsiyon faktorii olan 41 kDa sXBP1 iiretir.
Kirpilmis sXBP1, homodimerleri niikleer faktdr Y (NF-Y) gibi yardimci diizenleyicilerle
birlikte gesitli ER saperonlarinin, katlanmaya yardimci enzimlerin ve ER iliskili protein
degredasyonuna bagli genlerin ekspresyonunu diizenleyen olduk¢a aktif 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir (Chen ve Brandizzi, 2013). sXBP1 ile diizenlenen bu gen
transkripsiyonlarinin arttirilmasi ile hiicrede uzun siireli ER stresi baskilanmasi

saglanmaya caligilir.

Aktive edilmis IRE1a’nin sitozolik domaini, ge¢-faz (alarm fazi) UPR sinyallerini iiretir.

Sitozolik IRE1a dimerleri sinyal regiile edici kinaz (ASK1) aktivasyonunu ve daha sonra
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JNK ve p38 mitojen-aktive protein kinaz (p38MAPK) aktivasyonunu saglamak igin timor
nekroz faktorii reseptorii ile iligkili faktor 2 (TRAF2) gibi reseptorlerle etkilesime girer.
IREla ayrica NF-kB yolagi gibi diger kinazlarin aktivasyonunu gergeklestirir. IREla ile
aktive olmus JNK, pro-apoptotik proteinlerin aktivasyonuna ve Bcl2’nin inhibisyonuna
neden olur. Aktive olmus pro-apoptotik proteinler sonrasinda mitokondride kaspaz
aktivasyonunu baslatirlar. Sonugta Bcl2’nin inhibisyonu ve pro-apoptotik proteinlerin
aktivasyonu Bcl-2 iliskili X protein/ Bcl-2 homolog antagonist proteine bagl
(BAX/BAK) apoptoza yol agar. Dolayisiyla IRElo’nin sitozolik kinaz domaininden
baslatilan sinyaller biiyiik 6l¢iide pro-apoptotiktir (Chen ve Brandizzi, 2013).

© Fosforilasyon
ER limeni

ER Stresi
T e

sitozol ‘“ IRE1a

TRAFZI Y i

"Alarm — ~— r—JmR\l’\
dizeyinde y 4 # Ribozom
stress mRNA degredasyonu (RIDD)
NF-xB \hw

y INK , XBP1u mRNA
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@

UPR hedef genleri
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Sekil 2.8. Inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1) sinyal yolagi. IREla’nin dimerizasyonu ve sonrasinda
otofosforilasyonu, RNAaz aktivitesini tetikleyerek mRNA kodlayan kesilmemis X kutusu baglayici protein
1’den (XBP1u) aktif transkripsiyon faktorii olan kesilmis X kutusu baglayici protein 1 (XBP1s) meydana
gelmesini saglar. XBP1s, protein katlanmasi, ER ile iliskili degradasyon (ERAD), protein kalite kontrolii ve
fosfolipid sentezinde yer alan proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu kontrol eder. IREla ayrica
regiile IRE1-bagli bozunma (RIDD) yoluyla spesifik mRNA’larin degredasyonuna neden olur ve adaptdr
proteinlere baglanarak JUN N-terminal kinaz (JNK) ve niikleer faktor-xB (NF-«xB) tarafindan diizenlenenler
de dahil olmak {izere birtakim ‘alarm diizeyinde stres’ yolaklarini indiikler. (Hetz, 2012)’den uyarlanarak
Tirkcelestirilmistir.

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Apoptozis
Tiim UPR yolaklar1 sonrasinda ER homeostazi geri saglanamazsa, hiicreler otofaji veya

apoptozis programlarini baslatirlar (Rasheva ve Domingos, 2009) (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. ER stresi sonucu meydana gelen apoptoz yolaklari. (Lai ve ark., 2017)’den uyarlanarak
Tiirkgelestirilmistir.

ER stres sensorleri PERK, IRE1 ve sitozolik Ca?* ER stresine maruz kalan hiicrelerde
otofajiyi baglatan efektdrler olarak islev goriir. Bcl2’nin JNK1 aracili fosforilasyonu
sonucu Beclin-1’in ayrilmasi otofaji aktivasyonunu gergeklestirir (Chakrabarti ve ark.,
2011).

Oliim programi olan apoptozun yaygin biyomarkerlari, sistein-aspartat proteazlar olan
kaspazlardir; apoptozis i¢in kaspazlarin aktivasyonu gereklidir (Szegezdi ve ark., 2003).
Kaspazlar hiicrede inaktif zimojen formda bulunurlar ve proteoliz ile hiicreyi hizla
parcalarlar. Hiicresel stres sonucu yanit olarak kaspazlar zimojenlerinden aktive edilirler;
ilk olarak baslatic1 kaspazlar kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonu gergeklesir. Bunu kazpaz-

3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 gibi yiiriitiicli kaspazlarin aktivasyonu izler (Momoi, 2004).
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PERK ve IRE1 yolaklarinin aktivasyonu, Bcl2 ekspresyonu ve aktivitesinin diizenlenmesi
yoluyla stres kaynakli apoptozu diizenler. Stres sinyalleri, Bax ve Bak gibi pro-apoptotik
proteinlerin oligomerizasyonuna neden olur. Bu proteinler non-apoptotik kosullarda
hayatta kalim proteini Bcl2 ile mitokondri dig membraninda bagli olarak bulunurlar. Bax
ve Bak oligomerize olduklarinda, mitokondriyal permeabilite gecis por kompleksi (MPT)
porlarini agarak membran biitlinligliniin bozulmasina ve sitokrom-c salinmasina neden
olurlar (Aslan, Afsar, ve ark., 2021). Mitokondriden sitozole olan sitokrom-c akis1 kaspaz-
9 aktivasyon yolaginin baglamasina neden olur (Momoi, 2004). Ayrica ER stresine yanit
olarak Ca®* iyonlar1 ER’den sitozole saliir. Bu salman Ca?* iyonlarmin mitokondri
tarafindan almmas1 yine kaspaz aktivasyonuna yol acar. Sitoplazmada Ca?*
konsantrasyonunun artmasi kalpaini aktive eder ve kalpain de pro-kaspaz 12’yi keserek
aktiflestirir. Kaspaz 12, ER stresi ile indiiklenen apoptozisin anahtar mediyatoriidiir;
kaspaz 9’u aktiflestirir ve kaskati baglatmis olur (Szegezdi ve ark., 2003). Bununla birlikte
ER stresi varliginda sfingomyelin metabolizmasinda degisim oldugu ve seramid birikimi

sonucunda apoptozisin meydana geldigi rapor edilmistir (Lei ve ark., 2007).

2.4. Sfingolipitler

Hiicrede lipit sentezinin ana olarak gerceklestigi yer ER’dir. Sfingolipit sentezinin ilk
adim1 ER’nin sitozolik kisminda bagslar, sonrasinda gerceklesen ileri metabolizmalar ise
golgide devam eder, bu bakimdan aktif sfingolipitlerin sentezi olduk¢a karmasik ve

kompleks birer yolaklar biitiiniidiir (Blom ve ark., 2011; Tidhar ve Futerman, 2013).

Stingolipitler 6karyot membranlarinin her noktasinda bulunan bilesenlerdir ve uzun siire
membran olusumunda yalnizca yapisal rol oynadiklart diistiniilmistiir (Wu ve ark., 2010).
Bununla birlikte, mevcut ¢aligmalar sfingolipitlerin hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
inflamasyonu ve apoptoz dahil olmak iizere birgok hiicresel olayin diizenlenmesinde etkili

oldugunu gostermistir (EI Alwani ve ark., 2006).

Sfingolipit metabolizmasinin anlasilmasinda son zamanlardaki molekiiler aydinlatma
caligmalar1 ve kiitle spektrometrisi gibi analitik dl¢iimlerdeki teknik gelismeler biiytlik

Oonem tagimaktadir (Aslan, 2021).
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Sfingolipit metabolizmasi seramid, sfingosin, sfingosin 1-fosfat, seramid 1-fosfat ve diger

birgok biyoaktif molekiilii iceren kompleks yolaklardan olusur (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Sfingolipid metabolizmasi. (Ogretmen, 2018)’den uyarlanarak Tiirk¢elestirilmistir.

2.4.1. Seramid

Seramid, sfingolipit metabolizmasinin merkezi olarak kabul edilir (Wu ve ark., 2010).
Seramidler hiicrede tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler,
151, radyasyon, hipoksi, ER stresi gibi ¢esitli uyaricilara yanit olarak iiretilmektedir. Birgok
calisma seramidin hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, proliferasyonu, apoptozu ve
inflamasyonu gibi diger hiicre yanitlarini igeren bir¢ok hiicresel sinyal yolaklarinin bir

mediyatori oldugunu gostermistir (El Alwani ve ark., 2006).

Seramid, bir yag asidi zincirinin bagli oldugu bir sfingoid bazin temel yapisina sahip bir
molekiil ailesini temsil etmektedir. Bir¢ok seramid tiirii doymus/doymamishigi, yag acil
zincir uzunlugu ve yag asitlerinin (a)-N-bagli hidroksilasyonu ile farklilik gosterir

(Bikman ve Summers, 2011).
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Seramid de novo olarak veya sfingomiyelinin veya diger kompleks sfingolipitlerin
hidrolizinden sentezlenebilir. De novo yolaginda serin palmitoil transferaz (SPT) serin ve
palmitoil-CoA kondenzasyonu ile seramid sentezinin hiz sinirlayici basamagini katalizler.
Bir dizi enzimatik reaksiyonun ardindan dihidroseramid sentezlenir ve dihidroseramid

desaturaz ile seramid elde edilir (Blom ve ark., 2011).

Sfingomiyelinazlar (SMaz), seramid ve fosfokolin sentezi i¢in sfingomiyelinin hidrolizini
katalizler. Asit, notral ve bazik olmak iizere ii¢ ¢esit SMaz tanimlanmistir. Bu enzimler
optimum pH’larina, molekiiler yapilarina ve bolgesel farkliliklarina gére adlandirilmistir

(Tani ve ark., 2007).

Seramid, ER’de iiretilir ve daha sonra ileri metabolizmasi ve diger sfingolipitlerin sentezi
icin sentez bolgesinden diger subseliiler bolgelere, 6zellikle golgiye taginir. Seramidin
seramid transfer proteini (CERT) ile golgiye transferinin, diacilgliserol (DAG) olusumu
ile birlikte sfingomiyelin sentazlar (SMS) tarafindan SM iiretimi i¢in esansiyel oldugu
goriilmiistiir (Hanada, 2010). Iki SMS geni tanmimlanmistir; SMS1 ve SMS2. SMS2 de

novo SM sentezi i¢in asil enzim islevi gérmektedir (ElI Alwani ve ark., 2006).

2.4.2. Sfingosin

Seramidin amid bagimin seramidazlar ile yikilmasi sfingosin ve serbest yag asitlerini
retir. Asit, notr ve bazik olmak iizere li¢ tip seramidaz tanimlanmistir. Hem notr hem de
bazik seramidazlar sfingosin ve S1P sentezinde 6nemli rol oynamaktadir (EI Alwani ve
ark., 2006). Sfingosin seramidazlarin katalizledigi reaksiyonlarla sadece seramidden
iretilir ve 6nemli bir sinyal molekiilii olarak protein kinazlar1 ve diger sinyal yolaklarini
diizenleyerek hiicre dongiisiiniin durmasini ve apoptozu indiikler (Hannun ve Obeid,

2008).

2.4.3. Sfingosin 1-fosfat (S1P) ve Seramid 1-fosfat (C1P)

Fosforile sfingolipit metabolitleri S1P ve C1P giiclii biyoaktif molekiillerdir. Sfingosin,
sfingosin kinazlar (SphK) i¢in bir substrat ve S1P Onciistidiir. S1P, hiicre yiizey
reseptorleri i¢in ligand goérevi goriir, ancak reseptdrlerinden bagimsiz olarak hiicre i¢i

etkiler de yapabilir. Hiicre biiylimesini ve sagkalimi tesvik ettigi i¢in seramid etkilerine
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karsit etkilere sahiptir ve hiicre i¢i sinyallesmede, anjiyogenezde ve bagisiklik

fonksiyonlarinda rol oynar (Gomez-Munoz ve ark., 2013).

Sfingosin-1-fosfat, SphK1 ve SphK2 katalizi sonucu meydana gelir. Her iki enzim de
sfingosini fosfatlayarak S1P eldesi saglar fakat yapilan ¢alismalarda bu enzimlerin hiicre
sagkalimi ve sfingolipit metabolizmasi {lizerine farkli etkileri oldugu gosterilmistir (Pyne

ve ark., 2016).

Sfingosin-1-fosfat liyaz, S1P’nin fosfoetanolamin ve heksadekanole metabolize olmasini
katalizlerken, S1P fosfataz S1P defosforilasyonunu ve sfingosin rejenerasyonunu
katalizlemektedir (El Alwani ve ark., 2006).

Seramidin seramid kinaz (CERK) ile fosforillenmesi sonucu CIP firetilir. Seramid-1-
fosfat, inflamatuar yanitin 6nemli diizenleyicilerinden biridir ve yapilan g¢alismalarda,
seramide antagonist bir sekilde, giiclii apoptoz inhibitorii ve hiicre sagkaliminin

indiikleyicisi olarak tanimlanmistir (Gomez-Munoz, 2006).

2.5. Poliansature Yag Asitleri (PUFA)

Yag asidi zincirinde iki veya daha fazla doymamuis ¢ift baga sahip olan uzun zincirli yag
asitlerine doymamus yag asitleri (PUFA; polyunsaturated fatty acid) denir. PUFA’larin
hidrokarbon zincir uzunlugu ve ¢ift bagin zincirin neresinde bulundugu biyolojik
fonksiyonlarini belirlemekte temel bir etkendir (Burr ve ark., 1973.) . PUFA’larin retinal,
immiinolojik, kardiyovaskiiler ve sinirsel sistemler basta olmak iizere bircok doku ve
organ sistemi iizerinde etkileri oldugu bilinmektedir (Jump, 2004). PUFA’lar ayrica
eikozanoidlerin sentezinde rol oynamalari nedeniyle inflamatuar yanit yolaklarinda
esansiyel islevleri bulunmaktadir (Iwasaki ve ark., 2010.) . Esansiyel yag asitleri olarak
adlandirilan bazi PUFA’lar memelilerde sentezlenmemektedir ve diyetle alinmalari
zorunludur. Bu PUFA’lar zincirde bulunan son ¢ift bagin zincir sonu metil grubuna olan
pozisyonuna gore omega-6 (n-6) ve omega-3 (n-3) olarak smiflandirilirlar. insan
viicudunda a-linolenik asit (ALA, 18:3) omega-3 yag asidi ailesinin, linoleik asit (LA,
18:2) ise omega-6 yag asidi ailesinin temel iiyesidir. ALA n-3 ve LA n-6 PUFA’larin

sentezinde oncil molekillerdir.
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Insan viicudunda yag asitlerinin karboksil karbonundan itibaren 9. karbonuna kadar olan
karbonlara ancak ¢ift bag eklenebilmektedir; bu nedenle diyetle alinmasi zorunlu olan
ALA ve LA’dan desaturasyon ve elongasyon islemleri ile fizyolojik olarak 6nem tasiyan
arasidonik asit (AA, C20:4n-6) ve dokosaheksaenoik asit (DHA, C22:6n-3) basta olmak
tizere ileri PUFA’lar sentezlenir (Nelson ve Cox, 2017) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. ALA ve LA dontisiimii 6zeti. (Elsherbiny, 2013)’ten uyarlanarak Tiirk¢elestirilmistir.

2.5.1. Eikozanoidler

Eikozanoidler, neredeyse tiim canli organizmalarinda sentezlenebilen, kisa siireli etki
gostererek biyokimyasal siireglerde dnemli fonksiyonlar1 bulunan ve yapisinda 20 karbon
olan poliansatiire yag asiti arasidonik asit (eikozatetraenoat) ile eikozapentaenoat ve
eikozatrienoattan sentezlenen lipit tiirevi molekiillerdir. Eikozanoidler otokrin ve parakrin
etki gdsteren hormon benzeri yapilar olarak tanimlanmislardir ve G protein tizerinden etki

gostererek genis capta etki alanlari bulunan bilesiklerdir (Murray ve ark., 2003).

Prostaglandinler (PG), tromboksanlar (TX) ve l6kotrienler (LT) olmak iizere diyetle
alinan esansiyel yag asitlerinden {i¢ farkli grup eikozanoid sentezi ger¢eklesmektedir. En
Oonemli sentez yolagi arasidonik asitten sentezlenen eikozanoidlerdir. Diger sentez
basamaklarinin baglangic molekiillerini ise vy-linolenik asit ve a-linolenik asit
olusturmaktadir (Giirdol, 2019) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Eikosanoidlerin sentezi (Giirdol, 2019).

Eikozanoidlerin sentezlenebilmesi i¢in Onciil molekiil olan arasidonik asitin membran
fosfolipitlerinden salinmasi1 gerekmektedir. Arasidonik asit baslica fosfolipaz A2 (PLA2)
aktivitesi ile hiicre membranindan ayrilarak serbest hale ge¢mektedir. Fosfolipaz A:
enzim ailesi ¢esitli 6zelliklerine gore {i¢ farkli sekilde simiflanmistir; bunlar sekretuar
PLA: (SPLA.), kalsiyumdan bagimsiz PLA; (iPLA?) ve sitozolik PLA, (cPLA?) olarak
isimlendirilmektedir. Genel olarak PLA: enzimleri fosfolipidlerde sn-2 pozisyonunda
bulunan ester baginin hidrolizi ile serbest arasidonik olusumunu saglamaktadirlar (Ren ve

ark., 2010).

Eikozanoidlerin sentezlenmesinde PLA: aktivitesi sonucu elde edilen arasidonik asit iki
farkl1 yolak {izerinden metabolize olmaktadir. Siklooksijenaz (COX) yolag: ile
prostaglandinler, prostasiklin ve tromboksan A, olmak iizere prostanoidler
sentezlenmektedir. Lipooksijenaz (LOX) yolag: ile ise lokotrienler ve lipoksinlerin

sentezi ger¢eklesmektedir (Wall ve ark., 2010).

2.5.2. Siklooksijenaz (COX) Yolag
Siklooksijenaz enzimleri ER ve niikleus membraninda lokalize, hem grubu igeren integral
proteinlerdir. Iki izoenzim olarak incelenirler; COX-1 ve COX-2 ¢ogunlukla benzer

yapida enzimler olmalarma karsin COX-2 aktif bolgesi COX-1’den %20 oraninda
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fazladir. COX-1 birgok farkli dokuda bazal diizeyde sentezlenmektedir ve saglikli bir
mide epiteli, bobrek dokusu ve trombositlerin fonksiyonlarinda yapisal rol oynar.
Siklooksijenaz—2 ise uyarilma sonucu aktive olan bir enzimdir ve aktivasyonu

inflamasyonu arttirir (Morita, 2002).

Siklooksijenaz aktivitesi sonucu prostaglandinlerin sentezi i¢in baslangi¢ molekiilii olan
prostaglandin H> (PGH2) ilk olarak sentezlenir, bu bakimdan COX ayni zamanda
prostaglandin H> sentaz olarak da adlandirilmaktadir. Olusan PGH: kararsiz bir
molekiildiir ve bir¢cok farkli dokuda dokuya 6zgiin olarak farkli prostanoidlerin olusum
enzimleri sayesinde ilgili molekiillere doniisiimii gerceklesir (Nelson ve Cox, 2017) (Sekil
2.13).

Prostaglandin E», prostaglandin E> sentaz enzimi aktivasyonu ile tiim dokularda yaygin
olarak PGHy’den sentezlenen bir molekiiliidiir. Hiicrelerde gelisen inflamasyon

sinyallerinde PGE: seviyelerinde genel olarak artis goriilmektedir.
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Sekil 2.13. Prostaglandin sentez yolaklari. (Resler ve ark., 2014)’ten uyarlanarak Tiirkgelestirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.1.1 Hiicre Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismamizda HEK-293 (ATCC® CRL-1573™) bobrek hiicre hatti American Type
Culture Collection (ATCC; Manassas, Virginia, USA) tarafindan saglanmistir. Hiicreler
1 X Dulbecco's Modified Eagle's Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12; Gibco,
Life Technologies Limited, Paisley, UK) besiyeri ile ¢ogaltildi. 500 ml’lik besiyeri
icerisine son konsantrasyonu % 10 (v/v) olacak sekilde fetal bovin serum (FBS; Gibco,
Life Technologies Corporation, Paisley, UK), % 1 (v/v) olacak sekilde 100 U/ml penisilin
ve 100 pg/ml streptomisin (Gibco, Life Technologies Corporation, Grand Island, USA)
ve her 1 L besiyeri igin 200 pl olacak sekilde Amfoterisin-B (Gibco, Life Technologies
Limited, Paisley, UK) eklendi. Hazirlanan karigim 0.22 pm bottle-top filtreden gegirilerek

steril hale getirildi ve kullanilmak iizere +4°C’de sakland.

3.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiir Baslangici

Hiicreler 37°C’de %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren steril CO2 inkiibatériinde
cogaltild1. Hiicrelerin %80-90 yogunluga ulagsmas1 2-5 giin arasinda gergeklesti. Toplam
canl1 hiicre sayisinin ortalama degerine gore cm? basina 5000 hiicre baslangi¢ yogunlugu
elde etmek icin ne kadar hiicre ekilecegi hesaplanarak ¢ogaltma islemleri gerceklestirildi.
S1v1 azot igerisinde muhafaza edilen donmus hiicre viali ¢ikartilmadan 6nce hazirlanan
besiyeri 37°C su banyosuna konuldu ve hiicrelerin ¢ogalmasi icin uygun sicakliga
getirildi. Azot tankindan ¢ikarilan hiicre viali 37°C su banyosunda hafif¢e sallanarak 1-2
dakika igerisinde hizli bir sekilde ¢ozildi ve dis yiizeyi %70 alkol ile silinerek laminar
flow kabin icerisine alind1. Bundan sonra yapilan tiim islemler siki aseptik kosullar altinda
gerceklestirildi. 1 ml hiicre vial igerigi tlipe aktarildi ve iizerine osmatik soku engellemek
icin damla damla 9 ml 6nceden 1sitilmis besiyeri eklendi. Hiicreler 125 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi ve hiicre pelletini dagitmadan siipernatant atildi. Uygun hacimde 6nceden
1sitilmis besiyeri ile hiicreler resiispanse edildi ve ilgili hesaplamalar dogrultusunda kiiltiir

flasklarina aktarildi. Hiicre flaski nazikge hareket ettirildi ve hiicrelerin flask yiizeyine esit
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bir sekilde dagilmasi saglandi. Son olarak hiicrelerin durumu mikroskop altinda

gdzlemlendi ve 37°C COy inkiibatoriine kaldirildi.

3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

HEK-293 hiicreleri %80-90 yogunluga ulastiklarinda % 0,05 tripsin-EDTA (Gibco, Life
Technologies Limited, Paisley, UK) kullanarak tutunduklar1 flasktan kaldirildi ve yeni
flasklara pasajlandi. Pasaj prosediiriine baslamadan 6nce yeterli miktarda besiyeri, tripsin-
EDTA ve steril fosfat tampon salin (PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 37°C su
banyosuna konuldu ve hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in uygun sicakliga getirildi. Pasajlanacak
hiicre flaskinda hiicrelerin morfolojisi ve yogunlugu mikroskop altinda gézlemlendi ve
hiicre flask1 % 70 alkol ile temizlenerek laminar flow kabin igerisine alindi. Bundan sonra
yapilan tiim islemler siki aseptik kosullar altinda gerceklestirildi. Oncelikle hiicre
flaskindaki kullanilmis besiyeri uzaklastirildi. Tripsin-EDTA’nin  daha iyi etki
gosterebilmesi i¢in hiicre flaskina 5-10 ml steril PBS eklendi ve flaskta birka¢ dakika
bekletilerek hiicre atiklarinin PBS ile tamamen temizlenmesi saglandi. Hiicreleri flasktan
ayirmak icin 25 cm? igin yaklasik 3 ml, 75 cm? igin yaklasik 9 ml 6nceden 1s1tilmis tripsin-
EDTA tiim flask yiizeyini kaplayacak sekilde eklendi. Flask en fazla 5 dakika 37°C CO;
inkiibatoriinde bekletildi ve mikroskop altinda tiim hiicrelerin kalktigindan emin olduktan
sonra flaska eklenen tripsin-EDTA miktarinin iki kati kadar besiyeri eklenerek tripsin-
EDTA’nm inaktivasyonu saglandi. Besiyeri eklendikten sonra steril pipet ile birkag kez
pipetleme yapilarak hiicre kiimelerinin birbirinden ayrilmasi saglandi ve flask igerigi
santrifiij tlipiine aktarilarak 125 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant atildi ve hiicre pelleti 10 ml 6nceden 1sitilmis besiyeri ile resiispanse edildi.
Laboratuvarimizda bulunan Micro Counter 1300 (Celeromics Technologies, Grenoble,
France) cihazi ile hiicre sayimi yapildi. HEK-293 hiicreleri igin cm? bagmna 2 x 10%- 6 x
10% hiicre olacak sekilde gerekli hesaplamalar yapildi ve 25 cm?’lik flaska son hacim 5-
7.5 ml, 75 cm?lik flaska son hacim 15-22.5 ml olacak sekilde hiicreler ekildi. Pasajlar
tamamlandiginda yeni alt kiiltiir flasklar1 37°C’de % 5 CO2 ve % 95 nemlendirilmis hava
iceren steril CO2 inkiibatoriine kaldirildi. Calismamiz boyunca 3. ile 10. arasi pasaj

hiicreleri kullanilda.
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3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere hiicrelerin bir kismi sivi azot tanklarinda
stoklandi. Dondurma iglemi i¢in % 80-90 yogunluga ulasmis HEK-293 hiicreleri flasktan
uygun protokole gore tripsin-EDTA ile kaldirild1 ve 125 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant atild1 ve hiicre pelleti % 5 (v/v) dimetil siilfoksit (DMSO;
Fisher Scientific, Fair Lawn, New Jersey, USA) iceren besiyeri ile resiispanse edildi.
Hiicre siispansiyonu, her bir vialde 1 ml olarak sekilde cryo viallere transfer edildi ve
kademeli dondurma islemi yapmak i¢in vialler izopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) igeren dondurma kabina (freezing-container) konularak bir gece -80°C’de

bekletildi. Sonrasinda kalic1 depolanmalari i¢in vialler sivi azot tankina transfer edildi.

3.2. HEK-293 Hiicrelerinde ER Stresi Olusturulmasi

Calismamizda ER stresi, protein glikolizasyon inhibitorii tunikamisin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) ile olusturuldu. Tunikamisinin DMSO’daki ¢oziiniirliigii 50 mM’dur.
10 mg tunikamisin 1 ml DMSO’da ¢oziilerek 10 mg/ml TM stok ¢6zeltisi olusturuldu ve
gerekli diliisyonlar bu stok ¢ozeltiden yapildi. Tunikamisinin ER stresi olusturmada
optimum dozunu belirlemek i¢in 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml dozlart kullanild.

Calismamizda 5 pg/ml TM dozu optimum doz olarak belirlendi.

3.3. TUDCA Doz Calismasi

Literatiirde tunikamisin ile ER stresi olusturulmus HEK-293 hiicrelerinde ER stres
inhibitdrii olarak tauroursodeoksikolik asit (TUDCA; EMD Millipore Corp. Billerica,
MA, USA) uygulanan bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle HEK-293 hiicrelerine 5 mM- 0,156
mM doz araliginda TUDCA uygulandi ve hiicre canlilig1 testi ile TUDCA uygulamasinin
hiicre canliligina etkisi degerlendirildi. TUDCAnin molekiiler agirligi 521,7 g/mol, suda
¢Oziiniirligl ise 100 mg/ml’dir. 5,2 mg TUDCA, 1 ml steril % 0,9 izotonik sodyum kloriir
¢Ozeltisi icerisinde ¢oziilerek 10 mM stok ¢ozelti hazirlandi ve farkli TUDCA dozlar1 bu

stok ¢ozeltiden seri diliisyon ile hazirlandi.

3.4. Hiicre Canlihg1 Deneyi

Hiicre canlilig1 toz 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT; Gold
Biotechnology Inc., St. Louis, MO, USA) kullanilarak 6l¢iildii. MTT, ¢oziinmeyen bir
formazana indirgendiginde mor renge donen sar1 bir tetrazolyum boyadir. Bu indirgenme,
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hiicrelerdeki NADH ve NADPH’ye bagimli oksidorediiktaz enzimleri tarafindan
gerceklestirilir ve aktif oksidorediiktaz enzimlerinin seviyesi, hiicresel metabolik
aktiviteyi gosterir. Hiicreden tiretilen formazanin ¢ézlinmesinden sonra absorbans 6l¢iiliir
ve hiicresel metabolik aktivitenin artmis veya artmamis oldugunu belirlemek i¢in kontrol
grubu ile karsilagtirilir. Calismamizda 5 mg MTT tozu 1 ml 1 X PBS i¢inde ¢6ziildii ve
0.22 um filtreden gegirilerek steril edildi. Hazirlanan bu ¢dzelti 6 ay boyunca -20°C’de
stabildir.

MTT analizi 6ncesi hiicreler 96-well plakalara ekildi ve 1-2 giin tutunmalar1 beklendi.
Tutunma sonrasi 200 ul istenen konsantrasyonlarda uygulama medyumlar1 eklendi ve 12-
24-36 saat inkiibasyon siireleri bitiminde karanlik odada MTT protokoliine baslandi. Grup
basina en az 6 tekrar calisildi. Inkiibasyon medyumu ¢ekildi ve her bir kuyucuga 200 ul
% 10 MTT cozeltisi eklendi. 96-well plaka karanlikta 2 saat 37°C, % 5 CO» inkiibatoriinde
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi dipte mor renkli formazan kristallerinin olustugu
gozlemlendi. Dikkatli bir sekilde tistteki s1vi uzaklastirildi her bir kuyucuga 100 pl DMSO
eklendi. 5 dakika boyunca orbital shaker tizerinde formazan kristallerinin DMSO iginde
1yi bir sekilde ¢oziilmesi saglandi. 570 ve 690 nm absorbanslarinda mikroplaka okuyucuda
(MicroQuant Plate Reader, Bio-Tek Instruments Inc. Vermont, USA) kolorimetrik olarak
Olciildii. 570 nm absorbans degerleri 690 nm absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Deney

gruplarindaki formazan kristali olusum miktari, kontrol hiicrelerine kiyasla % canlilik

olarak ifade edildi.

3.5. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda MTT analizleri sonucunda bes farkli deney grubu olusturuldu. Kontrol
grubu (saglikli HEK-293 hiicreleri), ER stresi grubu (24 saat boyunca 5 pg/ml TM
uygulanan HEK-293 hiicreleri), DMSO grubu (TM ¢6ziinmesinde kullanilan 1ul/ml
DMSO ile 24 saat boyunca inkiibe edilen HEK-293 hiicreleri), TUDCA grubu (12 saat
boyunca 0,156 mM TUDCA ile inkiibe edilen HEK-293 hiicreleri), ER stresi + TUDCA
grubu (24 saat, 5 pg/ml TM toksisitesinde 12 saatlik koruyucu doz olan 0,156 mM
TUDCA ile inkiibe edilen HEK-293 hiicreleri).
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3.6. Immiinfloresan Boyama

Hiicrede ER stresinin gelistigini gosteren protein belirtecleri arasinda yer alan GRP78,
apoptoz belirteglerinden kesilmis kaspaz-3 ve inflamatuar yolak belirtecleri arasinda
gosterilen COX proteinlerinin ekspresyonu immiinfloresan mikroskobi yontemi ile
gosterildi. Bunun i¢in 8 chamber-slide Millipore, Cork, Ireland) igerisine kuyucuk basina
yaklagik 100.000 hiicre olacak sekilde HEK-293 hiicreleri ekildi. Hiicrelerin tutunmast
icin chamber slide gece boyunca 37°C, %5 CO; inkiibatdriinde bekletildi ve % 70
yogunluga ulasmis hiicrelerin besiyerleri her bir grup i¢in belirlenen dozlardaki besiyerleri
ile degistirildi. Inkiibasyon siirelerinin bitimini takiben chamber icerisindeki besiyeri
cekildi ve 0,01 M soguk PBS ile iki kez yikama yapildi. Oda sicakliginda taze hazirlanmis
% 4 paraformaldehit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile 10 dakika fikse edilen
hiicreler ii¢ kez soguk PBS ile yikama sonrasinda 10 dakika boyunca PBS igerisinde
hazirlamis % 0,2 Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile permeabilize
edildi. Tekrar 5 kez soguk PBS ile yikama yapildi ve bloklama i¢in 30 dakika PBS
icerisinde hazirlanmis % 5 normal goat serum (NGS; Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) ile inkiibe edildi. Siire bitiminde bloklama c¢ozeltisi ¢ekildi ve yikama
yapilmadan hiicreler bir gece boyunca kuyucuk basina 200 ul olacak sekilde anti-GRP78
(1:200, #ab21685 Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-kesilmis kaspaz-3 (1:100, #9664,
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) ve anti-COX-1 (1:200, #ab227513,
Abcam, Cambridge, MA, USA) primer antikorlari ile 4°C’de ve karanlikta inkiibe edildi.
Bir sonraki giin chamber slidelar oda sicakliginda 5 kez PBS ile yikandi ve karanlik odada
kuyucuk basina 200 pl olacak sekilde Alexa Fluor-488 konjuge goat anti-rabbit (1:300, #
A11008 life Technologies, USA) sekonder antikoru ile 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. PBS ile 3 kez yikama sonrasinda chamber slide diizenegi ayrildi ve slayt iizerine
nukleus boyamasi i¢in birer damla DAPI (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA) damlatilarak hava kabarcig1 kalmadan bir lamel ile kapatma islemi yapildi. Slaytlar

goriintii alnana kadar +4°C’de ve karanlikta saklandi.

Slaytlar floresan mikroskop (Olympus 1X81, inverted fluorescein microscope Tokyo,
Japan) altinda 20x biiylitmede uygun filtreler kullanilarak goriintiilendi. Elde edilen
goriintiilerden floresans yogunlugu NIH Imagel 1.53e yazilimi ile analiz edildi. Her bir

grup icin 20x biiytikliiglindeki hiicrelerin floresans 151ma yapan bolgeleri ¢izilerek segildi
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ve Integrated Yogunluk program vasitasiyla belirlendi. Hiicrelerin diizeltilmis total
floresans (CTCF) miktarlarini hesaplamak i¢in <’CTCF= Integrated Yogunluk — (Se¢ilen
hiicrenin alan1 x Background okumalar1 ortalamasi1)’’ formiilii kullanildi ve sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.7. Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 aktivitesi hiicre lizatlarindan florometrik assay kit (Katalog #K105-200
BioVision Milpitas, CA, USA) kullanilarak 6lgiildii. Analiz, DEVD (Asp-Glu-Val-Asp)-
7-amino-4-triflorometik ~ kumarin  (DEVD-AFC)  substratinin  pargalanmasinin
deteksiyonuna dayanmaktadir. DEVD-AFC Amaks = 400 nm’de 1s1ma yapmaktadir (mavi
151k) ve substratin kaspaz-3 ile parcalanmasi sonucu serbest AFC, bir florometre
tarafindan Olciilebilen Amaks = 500 nm’de sari-yesil bir floresans isimasi yayar.
Orneklerden 6lgiilen AFC floresansi, indiiklenmemis kontrol grubu floresans: ile
karsilastirilarak kaspaz-3 aktivitesindeki degisim belirlendi. HEK-293 hiicreleri 24 saat 1
pl/ml DMSO, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin, 12 saat 0,156 mM TUDCA ve 24 saat 5 pg/ml
tunikamisin uygulamasi siiresince 12 saatlik 0,156 mM TUDCA ile inkiibe edildi. Kontrol
grubu yalmzca hiicre medyumu ile inkiibe edildi. inkiibasyon siirelerinin bitiminde
hiicreler kit iceriginde bulunan liziz tamponu ile toplandi ve hiicre pelletleri homojenize
edilerek 10 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Kaspaz-3 aktivitesinin degerlendirilmesi
icin her bir grubun protein konsantrasyon miktarlari belirlendi ve ¢alismada 200 pg hiicre
lizat1 kullanildi. Kit prosediirii uygulandi ve ornekler 400 nm eksitasyon ve 505 nm
emisyon ile florometrede okunarak kaspaz-3 aktivitesindeki artis, kontrol seviyesindeki

artis ile karsilastirilarak belirlendi.

3.8. Sitozolik Fosfolipaz Az (cPLA2) Aktivitesinin Belirlenmesi

cPLA: aktivitesi cPLA> assay kit (Abcam, Cat No: ab133090, Cambridge, MA, USA)
olan PLA: tarafindan sn-2 pozisyonundaki arasidonil tiyoester baginin hidrolizi sonucu
aci1ga c¢ikan serbest tiyol grubunun, DTNB (5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) reaktifi
ile baglanmasi sonucu Amaks = 412 nm’de absorbans veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin
kolorimetrik olarak 6l¢iimiine dayanmaktadir. Enzim miktar1 olarak tanimlanan bir {inite

enzim aktivitesi 25°C’de 1 dakikada 1 pmol arasidonoil tiyo-PC hidroliz etmektedir.
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HEK-293 hiicreleri 24 saat 1 pul/ml DMSO, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin, 12 saat 0,156
mM TUDCA ve 24 saat 5 pg/ml tunikamisin uygulamasi siiresince 12 saatlik 0,156 mM
TUDCA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde hiicreler uygun ydntemlerle flasklardan
kaldir1ld ve hiicre pelletleri 1 ml soguk PBS tamponu icerisinde yaklasik 4-5 x 10° hiicre
olacak sekilde toplandi. Hiicre pelletleri sonikasyon isleminden gecirildi ve elde edilen
lizatlar 10.000 g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlar
ayrilarak kit prosediirii gerceklestirilene kadar -80°C’°de saklandi. Kit prosediirii
belirtildigi sekilde gerceklestirildi ve 414 nm’de absorbans degerleri okundu. cPLA>
aktivitesini hesaplamak icin enzimatik olmayan kontrol kuyucuklarinin ortalama
absorbans degeri drneklerin absorbans degerlerinden ¢ikarildi ve inkiibasyon stiresi olan
60 dakikaya boliindii. Boylelikle her 6rnegin 414 nm’deki absorbans degerleri elde edildi.
Daha sonra elde edilen bu degerler DTNB i¢in 414 nm’deki molar absorblama katsayisina
(10,66 mM1) béliindii. Sonuglar ilgili diliisyon faktorleri ile carpildi ve her bir 6rnegin
protein konsantrasyonuna boliindii. cPLA aktivitesi nmol/min/mg protein olarak ifade
edildi.

3.9. Siklooksijenaz (COX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siklooksijenaz aktivitesi florometrik assay kit (Cayman Chemical Cat No: 700200, Cat
Ann Arbor, MI, USA) kullanilarak olgiildii. Analiz, COX’un peroksidaz bilesenini
kullanmaktadir. Arasidonik asitten ornekte bulunan COX aktivitesi sonucu elde edilen
hidroperoksi endoperoksit (PGG2) ve ADPH (10-asetil-3,7 dihidroksifenoksazin)
arasindaki reaksiyon, oldukca floresan olan resorufin iiretmektedir. Resorufin floresansi

530 nm eksitasyon ve 585 nm emisyon dalga boylarinda analiz edilmektedir.

HEK-293 hiicreleri 24 saat 1 pul/ml DMSO, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin, 12 saat 0,156
mM TUDCA ve 24 saat 5 pg/ml tunikamisin uygulamasi siiresince 12 saatlik 0,156 mM
TUDCA ile inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde hiicreler uygun ydntemlerle flasklardan
kaldirild1 ve hiicre pelletleri 1 ml soguk PBS tamponu ve proteaz inhibitdr kokteyli
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) igerisinde yaklasik 4-5 x 108 hiicre olacak sekilde
toplandi. Hiicre pelletleri sonikasyon isleminden gegirildi ve elde edilen lizatlar 10.000
g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlar ayrilarak kit
prosediirii gerceklestirilene kadar -80°C’de saklandi. Kit prosediirii belirtildigi sekilde
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gerceklestirildi ve 585 nm emisyon, 530 nm eksitasyon dalga boylarinda florometrede
okundu. Elde edilen 6rnek absorbanslari background absorbanslarindan ¢ikarilarak
diizeltilmis absorbans degerleri hesaplandi ve resorufin standart grafiginden her bir
ornegin florofor konsantrasyonlar1 hesaplandi. Bir iinite COX aktivitesi 22°C’de ve bir
dakikada 1 nmol floroforun doniisiimiine sebep olan enzim miktaridir. Total COX
aktivitesi her bir drnek i¢in protein konsantrasyonlarina bdliinerek nmol/min/mg protein

olarak ifade edildi.

3.10. Prostaglandin E2 (PGE2) Seviyelerinin Belirlenmesi

HEK-293 hiicre medyumlarindan PGE> seviyeleri monoklonal bir ELISA kit Cayman
Chemical, Cat No:514010 Ann Arbor, MI, USA) kullanilarak 6l¢iildii. Analiz, simirh
miktarda PGE2 monoklonal antikor i¢in PGE: ile bir PGE>-asetilkolinesteraz (AChE)
konjugati  (PGEz-Tracer) arasindaki rekabete dayanmaktadir. PGEz-tracer’in
konsantrasyonu sabit tutulurken 6rnekteki PGE; konsantrasyonu degistigi i¢in, PGE2
monoklonal antikoruna baglanabilen PGE»-tracer miktar1 kuyudaki PGE> konsantrasyonu
ile ters orantili olacaktir. Bu antikor-PGE2 kompleksi, daha dnce kuyuya baglanmis olan
goat-poliklonal anti-fare IgG'sine baglanir. Plaka, baglanmamis reaktifleri uzaklagtirmak
icin yikanir ve ardindan (AChE substrati igeren) Ellman Reaktifi kuyuya eklenir. Bu
enzimatik reaksiyonun {riinii belirgin bir sar1 renge sahiptir ve 412 nm'de giiglii bir
absorbans verir. Spektrofotometrik olarak belirlenen bu rengin yogunlugu, kuyuya
baglanan PGE2-tracer miktari ile orantilidir ve bu, inkiibasyon sirasinda kuyuda bulunan

serbest PGE> miktari ile ters orantilidir.

HEK-293 hiicreleri 24 saat 1 ul/ml DMSO, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin, 12 saat 0,156
mM TUDCA ve 24 saat 5 pg/ml tunikamisin uygulamasi siiresince 12 saatlik 0,156 mM
TUDCA ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her gruptaki hiicre kiiltiirii medyumlart
topland1. Analiz standart egrisi i¢in ayn1 hiicre kiiltlirli medyumu kullanilarak standartlarin
ornekler ile karsilastirilabilir olmasi saglandi. Kit prosediirii belirtildigi sekilde
gergeklestirildi ve 420 nm’de absorbanslar elde edildi. Her bir 6rnek igin blank
absorbanslar ¢ikarilarak diizeltilmis absorbans degerleri hesaplandiktan sonra PGE2
konsantrasyonlar1 standart grafikten elde edildi. Sonuglar protein konsantrasyonlarina

boliinerek pg/ml olarak ifade edildi.
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3.11 Sfingomiyelin ve Seramid Seviyelerinin Belirlenmesi

Seramid ve sfingomiyelin 6l¢iimleri ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC XR,
Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine bagimli LC-MS/MS (LCMS-8040 Shimadzu
Corporation, Japonya) cihazi ile daha 6nce belirtildigi gibi gerceklestirilmistir (Ozer ve
ark., 2018). N-palmitoil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C16 SM), N-stearoil-D-eritro-
sfingosilfosforilkolin (C18 SM), N-lignoseroil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C24 SM),
N-palmitoil-D-eritro-sfingosin (C16 CER), N-stearoil-D-eritro-sfingosin (C18 CER), N-
arasidoil-D-eritro-sfingosin (C20 CER), N-behenoil-D-eritro-sfingosin (C22 CER) ve N-
lignoseroil-D-eritro-sfingosin (C24 CER) standartlar1 Avanti Polar Lipids’ten (Alabaster,
AL, USA), isaretli C16 CER d18:1/16:0 (Palmitoil-U-13C16) internal standart ise
Cambridge Isotope Laboratories’ten (Andover, MA, USA) alindi. Her bir sfingolipid
standart ¢ozeltisi metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile ¢6ziildii ve 40°C'de
sonikasyon islemi ile hazirlandi. Olgiim igin ultra hizli s1vi kromatografisi (UFLC)
sistemine baglit MS/MS kullanilarak optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
metodu gelistirilmistir. Kromatografik ayirmalar 60°C'de yiiksek performanslh sivi
kromatografisi (HPLC) kolonu (XTerra C18, 2.1 mm X 50 mm, Waters, MA, ABD)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Sfingolipidler i¢in akis hiz1 0.450 ml/dk bir eliisyon

gradientinde ve enjeksiyon voliimii 10 pl olarak uygulandi.

Mobil faz A, su/asetonitril/ 2-propanol (8:1:1, v/v/v, 10 mM amonyum format ilavesiyle);
Mobil faz B asetonitril/2-propanol (9:1 v/v, 10 mM amonyum format ilavesiyle) seklinde
hazirlandi. Gradient programi, solvent B % 65 (0-2 dk), % 90 (2.01-13 dk), % 100 (13.01-
20 dk) ve % 65 (20.1-23 dk) seklindedir. Sfingomyelin ve seramidler igin kalibrasyon
aralig1 39-625 ng/ml linear kalibrasyon araliginda optimize edildi ve 6rnek dlgiim siiresi
30 dakika olarak ayarlandi. Pozitif elektro-sprey-iyonizasyon (ESI) modunda o6l¢iim
yapildi. Her bilesigin MRM gegisleri ve yanitlari otomatik olarak optimize edildi. Tiim
analiz edilen sfingolipidlerin pozitif ESI-MS mod ana ve iiriin m/z degerleri asagidaki
gibidir;

C16 SM, precursor m/z: 703.30, product m/z: 184.20

C18 SM, precursor m/z: 731.40, product m/z: 184.20
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C24 SM, precursor m/z: 815.50, product m/z: 184.20

C16 CER, precursor m/z: 538.50, product m/z: 264.40
C16 CER *IS, precursor m/z: 554.30, product m/z: 264.30
C18 CER, precursor m/z: 566.30, product m/z: 264.40
C20 CER, precursor m/z: 594.60, product m/z: 264.50
C22 CER, precursor m/z: 622.60, product m/z: 264.40
C24 CER, precursor m/z: 650.40, product m/z: 264.30

3.12. Sfingolipid ve Seramid Kiitle Spektrometrik Analizleri icin Hiicre
Orneklerinin Hazirlanmasi

Uygun metodlar ile kaldirilip (4-5 x 10°) pellet haline getirilen 500 ul HEK-293 hiicre
lizatlar igerisine bir 6nceki ¢aligmada gosterildigi gibi (Afsar ve ark., 2020) 2 ul 5000
ng/ml IS stok ¢ozeltisi eklendi ve iizerlerine 375 pl kloroform:metanol (1:2 v/v) ilave
edildi. Orneklere 30 saniye sonikasyon uygulandi ve 100 pl distile su ilave edilerek 5
dakika vortekslendi. Elde edilen karisim 30 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi ve
inkiibasyon sonras1 2000 g’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar elde edildi.
Stipernatantlara 125 ul kloroform ve 125 pl distile su ilave edildi, vortekslenip yeniden 30
dakika oda 1s1sinda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi yaklasik 500 pl iist-organik tabaka yeni
bir cam tiipe aktarildi ve sabit bir azot akis1 altinda ugurma islemi gergeklestirildi (VLM,
Bielefeld, Germany). Ugurma sonrast kurumusg kalintilar 100 pl metanol:formik asitte
(99,9:0,1) ¢oziildii ve tamamu insert viallere aktarilarak LC-MS/MS 6l¢limlerine hazir hale
getirildi.

3.13. Yag Asidi Seviyelerinin Belirlenmesi

Yag asidi ultra-hizli sivi kromatografi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation,
Japonya) sistemine bagimli LC-MS/MS (LCMS-8040 Shimadzu Corporation, Japonya)
cihazi ile gergeklestirilmistir (Aslan ve ark., 2013). AA (C20:4n-6), DGLA (C20:3n-6),
EPA (C20:5n-3) ve DHA (C22:6n-3) standartlar1 Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA) ve
doteryum etiketli AA-d8 internal standardi (5,6,8,9,11,12,14,15-AA-d8) Santa Cruz
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Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)’den temin edilmistir. AA, DGLA, EPA, DHA ve
AA-d8 standart soliisyonlar1 analitik-grade metanol (Merck, Darmstadt, Germany) i¢cinde
¢oziilerek hazirlanmistir. Optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme metodu (MRM),
tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) ile kombine ultra hizli stvi kromatografisi (UFLC)
kullanilarak gelistirilmistir. UFLC sistem (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation,
Japan), LCMS-8040 tiglii kuadropol kiitle spektrometresi (Shimadzu Corporation, Japan)
ile kombine edilmistir. Inertsil HPLC kolon (ODS-4, 2.1 x100 mm, 3um; GL Sciences
Inc. Tokyo, Japan) kullanilarak olusturulan kromatografik ayrilma 40°C’de
strdiirilmiistiir. DHA, EPA, AA, DGLA grandient eliisyonu (akis hiz1 0.45 ml/dakika) ile
ayrilmaktadir. Mobil faz olarak kullanilan solvent A 10 mM amonyum asetat (Sigma-
Aldrich.St. Louis MO, USA) ve solvent B asetonitril (Sigma-Aldrich. St. Louis MO,
USA)’den olusmaktadir. Gradient programi solvent B, % 70 (0 dakika), % 90 (3 dakika),
% 100 (3.01-4 dakika) ve % 70 (4.01-8 dakika) olarak uygulanmistir. Negatif elektrosprey
iyonizasyon (ESI) i¢indeki 6zgiin bilesimler icin MRM gecis ve cevaplar1 otomatik olarak
optimize edilmistir. AA, DHA, EPA, DGLA ve AA-d8 i¢in negatif ESI-MS mod 6nciil

ve Uiriin m/z degerleri agsagidaki gibidir;

DGLA (C20:3n6), precursor m/z: 304.80, product m/z: 59.00 and 260.70
AA (C20:4n6), precursor m/z: 303.10, product m/z: 59.00 and 258.90
EPA (C20:5n3), precursor m/z: 301.10, product m/z: 59.10 and 256.70
DHA (C22:6n3), precursor m/z: 327.10, product m/z: 59.10 and 283.20
AA-d8, precursor m/z: 311.10, product m/ z: 59.10, 97.90 and 267.10

AA, DHA, EPA, DGLA 100 ng/ml-30 pg/ml lineer kalibrasyon araliginda optimize

edilmistir ve drnek analiz siiresi 8 dakika olarak uygulanmigtir.
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3.14. Yag Asidi Kiitle Spektrometrik Analizleri Icin Hiicre Orneklerinin
Hazirlanmasi

HEK-293 hiicreleri dnceki ¢alismada belirtildigi gibi (Aslan ve ark., 2020) (4-5 x 10°) 1X
PBS tamponunda sonike edildi ve 10.000 g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edilerek
siipernatantlar elde edildi ve analizler gergeklestirilene kadar -80°C’de saklandi. LC-
MS/MS analizi i¢in 6rnek hazirlamak tizere, 12 ml kapakli cam tiiplere 200 ul AA-d8
internal standart ve 200 pl hiicre siipernatanti ilave edildi. Uzerine 1 ml asetonitril / % 37
Hidroklorik asit (Cayman, Ann Arbor, MI, USA) karisimindan ilave edilerek siseler
kapatildi. (4:1 v/v asetonitril/hidroklorik asit). Ornekler 1sitict blok (VLM, Bielefeld,
Germany) iizerinde 90°C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi. Hidroliz edilen &rnekler oda
sicakligina sogutuldu ve 2 ml hekzan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ilave edilerek
yag asitleri ekstrakte edildi. 20 saniye vorteks isleminin ardindan oda 1sinda 5 dakika
bekletildi ve 3000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek tist fazin % 75°1 alindi. Bu 6rnekler
oda 1s1sinda yiiksekligi ayarlanabilen gaz dagitim iinitesi (VLM, Bielefeld, Germany) ile
sabit azot akisi altinda buharlastirildi. Ugurma sonrasi kurumus kalintilar 200 pl
metanol/distile su karigiminda (180:20, v/v) ¢oziildi ve 0.2 pum politetrafloroetilen
enjeksiyon filtreleri (Whatman,GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, USA) ile
filtreden gecirildi. Hazirlanan 6rnekler HPLC 6rnek siselerine (Vertical Chromatography,
Nonthaburi, Thailand.) koyularak LC-MS/MS analizleri yapildi.

3.15. Protein Ol¢iimleri

HEK-293 hiicre lizatlarinda protein konsantrasyonlar1 595 nm’de modifiye Bradford
yontemiyle 6l¢iildii. Yontemde standart olarak bovin serum albiimin (BSA) ile Coomassie
Plus reaktifi igeren ticari kit kullanild1 (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Hiicre

lizatlarindaki protein konsantrasyonu BSA standart grafigi yardimiyla hesaplandi.

3.16. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SigmaStat istatistiksel yazilimi, versiyon 3.5 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) ve GraphPad Prisim yazilimi, Windows isletim sistemi icin versiyon 8.4.3
(GraphPad Software, San Diego, California, USA) kullanilarak yapildi. Her bir 61¢iim i¢in

istatistiksel analizler sekil ve tablo agiklamalarinda belirtilmistir.
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SigmaStat ve GraphPad istatistik yazilimi ile gruplari karsilastirmak igin Oncelikle
normalite testleri yapildi. Testin ge¢mesi, verilerin normal dagilima sahip bir
popiilasyondan alindigini1 ve beklenen modelle eslestigini gdstermektedir. Orneklerden
alinan veriler normal dagilima sahip degilse, normalite testi basarisiz oldu. Bu durumda
parametrik olmayan bir test yapildi. Deney gruplar1 tek yonlii ANOVA ya da Kruskal-
Wallis testleri ile karsilastirild. Istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildiigiinde, tam
olarak hangi gruplarin anlaml olarak farkli oldugunu tespit etmek igin post-hoc testleri

olarak da bilinen ¢oklu karsilastirma testleri kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhih@g Analizi ve TUDCA’min Koruyucu Etkinliginin
Degerlendirilmesi

Tunikamisin ile indiiklenen HEK-293 hiicrelerinde doz bagimli 36 saatlik hiicre canlilig
analizi Sekil 4.1.A’da gosterilmistir. Kontrol ve DMSO gruplarina kiyasla 12 saatlik 10,
5 ve 1 pg/ml TM uygulamas sitotoksisite gostermedi. Hiicrelerin 24 ve 36 saat 10, 5 ve
1 pg/ml TM ile inkiibasyonu, ayni zaman dilimlerinde kontrol ve DMSO gruplarina
kiyasla hiicre canliligin1 anlamli 6l¢iide azaltti. Benzer sekilde 24 ve 36 saatlik 10, 5 ve 1
nug/ml TM uygulamasi, aynt doz konsantrasyonlarinda 12 saatlik TM uygulamasina gore
hiicre canliligini1 anlamli olarak azaltti. TUDCA dozlarinin (0,156-5 mM) hiicre canlilig1
analizi Sekil 1.B’de gosterilmistir. Uygulanan TUDCA dozlarinin 12 ve 36 saatlik zaman
dilimlerinde hiicre canlilig1 iizerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 goriildii. 24 saat
boyunca yiiksek konsantrasyonlarda TUDCA (1,25-5 mM) ile muamele edilen hiicreler,

kontrole kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir azalma gosterdi.

Tablo 4.1, 24 saat boyunca TUDCA (0,156-5 mM) ve TM (1-10 pg/ml) birlikte
uygulamasinin hiicre canliligi tizerine etkisini gdstermektedir. TM ve TUDCA ’nin birlikte
muamelesi, tek basina TM uygulamasina kiyasla hiicre canliligini arttirmadi. Tablo 4.2,
TUDCA (0,156-5 mM), 24 saat TM (1-10 pg/ml) uygulamasindan 12 saat Once
uygulandiginda elde edilen hiicre canlilig1 verilerini gostermektedir. Hiicrelerin 6nce 12
saat boyunca TUDCA ile muamelesi, tek basina TM uygulamasma kiyasla hiicre

canliligini arttirmada.

Sekil 4.1.C, 4.1.D ve 4.1.E, TM (1-10 pg/ml) uygulamasindan 12 saat sonra TUDCA
(0,156-5 mM) verildiginde, toplam 24 saatlik bir TM inkiibasyon siiresinde MTT hiicre
canlili1 analizi sonuglarini géstermektedir. Sonuclar, 24 saatlik inkiibasyon siiresinde 5
pg/ml TM uygulamasi ile ER stresinin indiiklenmesinden 12 saat sonra diisiik doz
TUDCA (0,156 mM) verildiginde hiicrelerde koruyucu bir etki gorildiigiini
dogrulamaktadir. Sekil 4.1.F, TM ve TUDCA uygulamasinin HEK-293 hiicreleri
tizerindeki morfolojik degisikliklerini gostermektedir. 24 saat boyunca 1 pl/ml DMSO

veya 12 saat ,156 mM TUDCA ile muamele edilen hiicreler, 6énemli morfolojik
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degisiklikler gostermezken, 24 saat 5 pg/ml TM ile muamele edilen hiicreler kiiciilme,
agregasyon, ylizeyden ayrilma ve yuvarlaklagma gibi degisimler gosterdi. TM grubunda
hiicre popiilasyonunda da bir azalma belirgin olarak gozlemlendi. 12 saat, 5 pg/ml TM

uygulamasindan sonra 12 saat, 0,156 mM TUDCA uygulamasinin TM ile iliskili
morfolojik bozulmalari azalttig1 goriildii.
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Sekil 4.1. HEK-293 hiicrelerinde MTT analizi ile hiicre canliliginin degerlendirilmesi. A) 12-36 saatlik
hiicre canlilig1 analizi. DMSO, dimetil siilfoksit (1p/ml) ile muamele edilmis hiicreler, TM10, TMS5 ve TM1,
10 pg/ml, 5 pg/ml ve 1 pg/ml tunikamisin ile muamele edilmis hiicreler. Veriler 7-8 ayr1 deneyi temsil
etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonli ANOVA ile
yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey coklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,05,
kontrol ve DMSO gruplart ile ayn1 zaman dilimleri karsilastirildiginda. #, p<0,05, ayn1 doz araliginda 12
saat ile karsilastirildiginda. Tunikamisinin hi¢bir dozu 12 saatlik inkiibasyonda toksisite olusturmadi. B)
TUDCA’nin 12-36 saatlik zaman siirecinde hiicre canlilig1 iizerindeki doza bagimli etkisi. Veriler 7-8 ayr
deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz ¢ift yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. *,
p<0,05, kontrol ile 24 saat zaman diliminde karsilastirildiginda. 12 saat ve 36 saat gruplarinda TUDCA
dozlarinin ayni saat dilimlerinde kontrole gore karsilagtirildiklarinda toksisite goriilmemistir. C) 24 saat, 10
pg/ml TM toksisitesinde 12 saatlik TUDCA (TD) uygulamasinin koruyucu etkinligi gozlemlenmedi. 10
pg/ml TM uygulamasindan 12 saat sonra 5-0,156 mM TD uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat.
Veriler 11-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz
tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunnett’s T3 ¢oklu karsilagtirma testi ile
yapilmistir. *, p<0,05, tim gruplar ile karsilastirildiginda. D) 24 saat, 5 ug/ml TM toksisitesinde 12 saatlik
0,156 mM TD uygulamasinin koruyucu etkinligi gézlemlendi. 5 pg/ml TM uygulamasindan 12 saat sonra
5-0.156 mM TD uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat. Veriler 11-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir
ve degerler ortalama = SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonliit ANOVA ile yapilmistir ve gruplar
arasindaki farklilitk Dunnett’s T3 coklu karsilagtirma testi ile yapilmistir. *, p<0,05, tim gruplar ile
kargilastirildiginda. #, p<0,05, TM35 grubu ile karsilastirildiginda. E) 24 saat, 1 ug/ml TM toksisitesinde 12
saatlik TD uygulamasinin koruyucu etkinligi gézlemlenmedi. 1 pg/ml TM uygulamasindan 12 saat sonra 5-
0,156 mM TD uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat. Veriler 11-12 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve
degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar
arasindaki farklilik Dunnett’s T3 ¢oklu karsilastirma testi ile yapilmigtir. *, p<0,05, tim gruplar ile
kargilagtirildiginda. F) Tunikamisin ve TUDCA uygulanan HEK-293 hiicrelerinin 151k mikroskop goértntiisii
(20X biiyiitme). Hiicreler 24 saat DMSO (1pl/ml) uygulamasi sonucu bir degisim gostermezken, 24 saat 5
pg/ml TM uygulamas: sonucunda kiigiilme, kiimelenme, yilizeyden ayrilma ve yuvarlaklagma gibi
morfolojik degisimler gosterdiler. TM grubunda hiicre popiilasyonunda da bir azalma kaydedildi. 12 saat
0,156 mM TUDCA uygulamasiin, TM’ye bagli morfolojik bozulmalar1 azalttig1 gdzlemlendi.
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Tablo 4.1. TM ve TUDCA ’nin 24 Saat Boyunca Birlikte Uygulamasi Sonrasi Hiicre Canlilig1. Hiicreler
24 saat TUDCA (TD; 0,156-5 mM) ve TM (1-10 pg/ml) ile birlikte muamele edildi. Veriler 11-12 ayri
deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunnett’s T3 ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmigtir. *, p<0,05, tiim gruplar1 ile karsilagtirildiginda.

GRUPLAR TM (1 pg/ml) TM (5 pg/ml) TM (10 pg/ml)

KONTROL 100.3 +19.80 * 100.0 + 13.30 * 99.82 + 18.19 *
™ 42,63+ 10.31 49.74+ 11.31 60.92 £ 17.05
TD5mM +TM 24.50 + 2.94 22.61 +4.34 18.16 + 4.09
TD25mM+TM 23.61+7.35 23.64 +5.90 19.21+525
TD125mM+TM 19.13 + 4.51 19.82 £ 6.75 19.74 + 4.72
TD 0,625 MM + TM 21.98 + 8.02 19.09 +9.69 20.86 + 8.51
TD 0,312 mM + TM 32.68 + 12.98 28.22£5.38 41.96 £ 15.26
TD 0,156 mM + TM 52.80 + 11.97 46.79 + 11.45 35.59 +10.95

Tablo 4.2. 24 Saatlik TM Muamelesinden 12 Saat Once TUDCA Uygulanmas1 Sonucu Hiicre Canlilig1.
24 saatlik TM (1-10 pg/ml) muamelesinden 12 saat dnce TUDCA (TD; 0,156-5 mM) uygulandi. Veriler
11-12 ayn deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek
yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunnett’s T3 ¢oklu karsilagtirma testi ile
belirlenmistir. *, p<0,05, tiim gruplari ile karsilastirildiginda.

GRUPLAR TM (1 pg/ml) TM (5 pg/ml) TM (10 pg/ml)

KONTROL 102.9 +22.30 * 99.61 +22.44 * 99.53+16.90 *
™ 63.16 + 15.97 44.55+ 12.21 33.3545.75
TD5mM + TM 48.08 + 8.48 27.23+7.79 18.58+4.17
TD25mM +TM 41.83+9.96 23244591 16.34+5.09
TD 1,25 mM +TM 33.55+9.79 2824+ 6.46 24.42+5.19
TD 0,625 MM + TM 37.84 + 13.13 32.58 £9.37 30.9849.63
TD0,312mM + TM 52.05 + 15.65 4425+ 16.80 31.089.60
TD 0,156 mM + TM 59.28 + 17.75 46.88 = 10.36 39.09+11.97
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4.2. ER Stresinin Indiiklenmesi

ER stresi gelisen hiicrelerde glukozla diizenlenen protein-78 kd seviyeleri artmaktadir,
bu nedenle ER stresinin indiiklendigini géstermek i¢in HEK-293 hiicrelerinde GRP78
immiinofloresans boyamasi yapildi. Sekil 4.2.A ve 4.2.B, sirastyla GRP78 immiin
boyamasi ve kantitasyonunu gostermektedir. Diger gruplara kiyasla TM ile muamele
edilmis hiicrelerde GRP78 seviyelerinin anlamli olarak arttig1 gozlendi. ER stresinin
baslamasindan 12 saat sonra TUDCA uygulamasi, TM + TUDCA ile muamele edilen

hiicrelerde GRP78 protein diizeylerini anlamli olarak diisiirdii.
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Sekil 4.2. HEK-293 hiicrelerinde GRP78 immiinofloresans diizeyleri. DMSO, 24 saat 1 pl/ml dimetil
stilfoksit ile muamele edilen hiicreler; TM, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin ile muamele edilmis hiicreler; TD,
12 saat 0,156 mM TUDCA ile muamele edilmis hiicreler;, TM+TD, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin
toksisitesinde 12 saatlik 0,156 mM TUDCA uygulamasi. TM uygulamasindan 12 saat sonra 0,156 mM TD
uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat. A) HEK-293 hiicrelerinde GRP78 temsili immiinofloresan
boyama goriintiileri. B) GRP78 floresan boyamasinin Image] programi ile kantitasyonu. Veriler 15 ayri
deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii
ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunnett’s T3 ¢oklu karsilagtirma testi ile yapilmgtir.
* p<0,001, tim gruplar ile karsilastirildiginda. #, p<0,001, kontrol, DMSO ve TD gruplan ile
karsilastirildiginda.

4.3. Sfingolipid Diizeyleri

HEK-293 hiicrelerinde 6lgiilen endojen sfingolipid diizeyleri Tablo 4.3’te verilmistir.
Gruplar arasinda sfingomiyelin diizeyleri arasinda anlamli bir fark goériilmedi. Benzer
sekilde, gruplar arasinda C16, C20 ve C22 seramid seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmadi. C18 ve C24 seramid seviyeleri diger gruplara kiyasla TM ile
muamele edilen hiicrelerde anlamli olarak artti. Sfingosin-1-fosfat seviyeleri, kontrole
gore karsilastirildiginda TM uygulanan hiicrelerde anlamli olarak azaldi. ER stresinin

baslamasindan 12 saat sonra TUDCA uygulamasi, TM + TUDCA ile muamele edilen
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hiicrelerde C18 ve C24 seramid seviyelerini anlamli olarak diistirdii ve S1P seviyelerini

anlaml olarak arttirdi.

Tablo 4.3. HEK-293 Hiicrelerinde Sfingolipid Diizeyleri. Tim degerler ortalama + SD'dir. SM,
sfingomiyelin; S1P, sfingosin-1-fosfat; DMSO, 24 saat 1 pg/ml dimetil siilfoksit uygulanan hiicreler;
TM, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin uygulanan hiicreler; TD, 12 saat 0,156 mM TUDCA uygulanan
hiicreler; TM+TD, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin toksisitesinde 12 saatlik 0,156 mM TUDCA uygulamasi.
TM uygulamasindan 12 saat sonra 0.156 mM TD uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat.
Istatistiksel analiz Tek Yonlii Varyans Analizi veya Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii varyans analizi
ile yapild1 ve tiim ikili ¢oklu karsilastirma prosediirleri Tukey testi ile gerceklestirildi. *, p<0,001,
kontrol, DMSO, TD ve TM + TD'ye kars1. ** p<0,05, kontrol grubuna karsi.

Sféﬂgfr'r_iﬁ'd KO(’;'ISOL DMSO (n=8) ™ (n=8) TD(=8)  TM+TD (n=8)
protein)
( e /51'(\5’:'0) 103882 +5049 94898+ 9667 962,59+19272 106971416535 1033,01 = 71,09
( e /512/!0) 306,60 +27,31 312,16+3036 30141+2285 31165+3375 296,50 + 26,16
( e /22/:'0) 33012+5549  36078+1952 3641641693 38111+2691 353,19+ 1550
((ijgsflrf‘g"ég" 182,00+2000 176,60 +20,54  18541+10,76  18344+2479 186,66 + 8,43
%jfgsf/rfg‘é? 11942+829  11306+1452 161,33+9,65% 117,69+1449  10466+733
?gfgff/r;gfg‘; 41,28 +1,42 38,26 + 4,98 39,63 +1,92 40,19 + 1,89 41,87 +6,90
((35128532"";"5‘; 10555+745 111114240  11506+9,81  10828+1092 109,48 + 4,88
((:Ozlfesf/r;‘{"(')‘)j 367,18+7127 378,16+1595 600,08+ 1530% 359,77+2050 377,26 + 6,56
S1P 484172 4215060  277+068%% 4024076 3,97 £1,30

4.4. Kaspaz-3 Aktivitesi

Sekil 4.3.A ve 4.3.B, sirasiyla kesilmis kaspaz-3 immiin boyamasi ve kantitasyonunu
gostermektedir. HEK-293 hiicrelerinin 24 saat boyunca TM ile inkiibasyonu, diger gruplar
ile karsilastirlldiginda kesilmis kaspaz-3 seviyelerini anlamli olarak arttirdi. Diger
gruplara kiyasa TM ile muamele edilmis hiicrelerde anlamli bir sekilde artan kaspaz-3
(Sekil 4.3.C). ER

indiiklenmesinden sonra hiicrelerin diisiik doz TUDCA ile tedavisi, kaspaz-3 aktivitesini

aktivitesi, immiinfloresan boyamay1 dogruladi stresinin

ve kesilmis kaspaz-3 diizeylerini anlamli olarak azaltmstir.
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Sekil 4.3. HEK-293 hiicrelerinde kaspaz-3 immiinofloresans ve aktivite diizeyleri. DMSO, 24 saat 1 pl/ml
dimetil siilfoksit ile muamele edilen hiicreler; TM, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin ile muamele edilmis
hiicreler; TD, 12 saat 0,156 mM TUDCA ile muamele edilmis hiicreler; TM+TD, 24 saat 5 pg/ml
tunikamisin toksisitesinde 12 saatlik 0,156 mM TUDCA uygulamasi. TM uygulamasindan 12 saat sonra
0,156 mM TD uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat. A) HEK-293 hiicrelerinde kesilmis kaspaz-3
temsili immiinofloresan boyama goriintiileri. B) Kesilmis kaspaz-3 floresan boyamasinin ImagelJ programi
ile kantitasyonu. Veriler 15 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilk Tukey coklu
kargilastirma testi ile belirlenmistir. *, p<0,001, tim gruplar ile karsilastirildiginda. C) Kaspaz- 3 aktivitesi.
Veriler 6 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek
yonlit ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile yapilmistir.
*, p<0,001, tiim gruplar karsilastirildiginda.

4.5. Sitozolik Fosfolipaz Az, Siklooksijenaz ve Prostaglandin E2 Seviyeleri

HEK-293 hiicrelerinin 24 saat boyunca 5 pg/ml TM ile muamelesi, kontrol, DMSO ve
TUDCA gruplarina kiyasla cPLA? aktivitesini (ortalama + SD) anlaml1 olarak azaltti. ER
stresinin indiiklenmesinden sonra hiicrelere diisiik doz TUDCA uygulamasi, TM grubuna
kiyasla cPLA; aktivitesi lizerinde anlamli bir etki gdstermedi. Kontrol, DMSO, TM,
TUDCA ve TM + TUDCA ile muamele edilen hiicrelerde 6lgiilen enzim aktivitesi
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sirastyla 1591 £ 0.60; 15.13 + 0.74; 12.79 £ 0.46; 15.17 £ 0.67 ve 12.75 + 0.75
nmol/min/mg protein olarak belirlendi (Sekil 4.4.A).

Siklooksijenaz-1 immiinfloresan boyamasi HEK-293 hiicrelerinde gergeklestirildi ve
COX enzim aktivitesi dl¢iildii (Sekil 4.4.B, 4.4.C ve 4.4.D). Immiinfloresan goriintiileme
ve COX-1’in kantitasyonu, farkli gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi (sirasiyla
Sekil 4.4.B ve 4.4.C). Benzer sekilde, gruplar arasinda COX aktivitesi agisindan anlamli
bir fark gézlenmedi. Kontrol, DMSO, TM, TUDCA ve TM + TUDCA ile muamele edilen
hiicrelerde dl¢iilen enzim aktivitesi sirastyla 0.35 +0.02; 0.32 + 0.01; 0.32 £ 0.02; ve 0.37
+ 0.01 nmol/min/mg protein olarak belirlendi (Sekil 4.4.D). Diger bir yandan PGE>
seviyeleri (ortalama + SD) de gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedi (Sekil
4.4.E). Kontrol, DMSO, TM, TUDCA ve TM + TUDCA ile muamele edilen hiicrelerde
Olciilen PGE: seviyeleri sirasiyla 77,04 + 2,79; 75,41 + 4,62; 70,46 + 2,39; 75,37 + 6,04
ve 71,48 + 3,46 pg/ml olarak belirlendi.
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Sekil 4.4. HEK-293 hiicrelerinde cPLA,, COX ve PGE; aktiviteleri ve COX immiinofloresans diizeyleri.
DMSO, 24 saat 1 pl/ml dimetil siilfoksit ile muamele edilen hiicreler; TM, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin ile
muamele edilmig hiicreler; TD, 12 saat 0,156 mM TUDCA ile muamele edilmis hiicreler; TM+TD, 24 saat
5 pg/ml tunikamisin toksisitesinde 12 saatlik 0,156 mM TUDCA uygulamasi. TM uygulamasindan 12 saat
sonra 0,156 mM TD uygulandi. Toplam inkiibasyon siiresi 24 saat. A) Sitozolik fosfolipaz A2 (cPLA>)
aktivitesi. Veriler 7-8 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel
analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey coklu karsilagtirma testi ile
belirlenmistir. *, p<0,001, kontrol, DMSO ve TD gruplari ile karsilastirildiginda. B) HEK-293 hiicrelerinde
COX temsili immiinofloresan boyama goriintiileri. C) Siklooksijenaz (COX) floresan boyamasimin ImagelJ
programu ile kantitasyonu. Veriler 15 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SEM olarak
verilmistir. Istatistiksel analiz Kruskal-Wallis analizi ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Dunn’s
coklu karsilastirma testi ile yapilmigtir. Gruplar arasinda anlamli farklilik goriilmemistir. D) Total COX
aktivitesi. Veriler 4 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Istatistiksel
analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklilik Tukey c¢oklu karsilagtirma testi ile
belirlenmistir. Gruplar arasinda anlaml farklilik goriilmemistir. E) Hiicre kiiltiirii besiyerinde prostaglandin
E> (PGE>) seviyeleri. Veriler 5 ayr1 deneyi temsil etmektedir ve degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
[statistiksel analiz tek yonlii ANOVA ile yapilmistir ve gruplar arasindaki farklihik Dunnet’s T3 coklu
kargilagtirma testi ile yapilmistir. Gruplar arasinda anlamli farklilik gériilmemistir.

4.6. Poliansature Yag Asidi Seviyeleri

HEK-293 hiicrelerinde dlgiilen endojen poliansature yag asidi diizeyleri Tablo 4.4°te
verilmistir. Tiim 6l¢iilen PUFA’lar kontrol, DMSO ve TUDCA gruplarina kiyasla TM ve
TM + TUDCA gruplarinda anlamli olarak artt1.
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Tablo 4.4. HEK-293 Hiicrelerinde Poliansatiire Yag Asiti Diizeyleri. Degerler pg yag asiti/5x108 hiicre
olarak verilmistir. Sonuglar ortalama = SD olarak rapor edilmistir. DGLA, dihomo-gama-linolenik asit;
AA, arasidonik asit; EPA, eikosapentaenoik asit; DHA, dokosaheksaenoik asit. DMSO, 24 saat 1 ug/ml
dimetil siilfoksit uygulanan hiicreler; TM, 24 saat 5 pg/ml tunikamisin uygulanan hiicreler; TD, 12 saat
0,156 mM TUDCA uygulanan hiicreler; TM+TD, 24 saat 5 ug/ml tunikamisin toksisitesinde 12 saatlik
0,156 mM TUDCA uygulamasi. TM uygulamasindan 12 saat sonra 0.156 mM TD uygulandi. Toplam
inkiibasyon siiresi 24 saat. Istatistiksel analiz Tek Yonlii Varyans Analizi veya Kruskal-Wallis siralamali
tek-yonlii varyans analizi ile yapildi ve tim ikili ¢oklu karsilastirma prosediirleri Tukey testi ile
gergeklestirildi. *, p <0,05, kontrol, DMSO ve TD'ye karsi.

Grup (n=8) (CDZ((?:I;:G) AA (C20:4n6) EPA (C20:5n3) DHA (C22:6n3)
KONTROL 9,04 +2,81 554 +1,53 0,93+0,04 4,56 +0,76
DMSO 8,55 + 3,59 501+1,70 0,85+ 0,07 3,96 + 0,64
™ 13,73 + 2,46* 15,02 £ 2,32* 2,76 +0,37* 9,48 +1,34*
TD 9,34 +£ 3,20 4,82 £1,47 0,79+0,24 3,79+0,45
TM+TD 15,24 £2,77* 13,96 + 2,27* 2,14 £ 0,34* 9,04 +1,26*
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5. TARTISMA

Bu calisma, insan bdbrek epitelyal hiicrelerde TM uygulamasinin artmis seramid
iiretimine sebep oldugunu ve bu seviyelerin bir ER stres inhibitérii olan TUDCA ile
diizenlenebilecegini dikkate deger bir gézlemle sunmaktadir. Veriler ayrica TUDCA
araciligiyla gerceklesen ER stres inhibisyonuna yanit olarak kaspaz-3 aktivitesinin
azaldigin1 gostermektedir. Tunikamisin ile indiiklenmis cPLA> inhibisyonu ve bunun
sonucu olarak PUFA birikiminin renal hiicrelerde hiicresel toksisiteye yol acabildigi bu

calisma ile gosterilmistir.

Bobrek hiicrelerinin 5 pg/ml TM ile muamelesi, daha once bildirildigi gibi hiicre
canliligim1 anlamli olarak azaltmaktadir (Chiappisi ve ark., 2017). Veriler TM
uygulamasinin HEK-293 hiicre kiiltiirlerine spesifik olarak zarar verdigini géstermektedir.
Sonuglar, hem in-vivo, hem de in-vitro deneysel modellerde TM’nin renal toksisitesini
gosteren Onceki ¢alismalar ile uyumludur (Carlisle ve ark., 2014; Hammad ve ark., 2017).
Tunikamsin, protein glikolizasyonunu bozarak ER stresini tetikleyici etki gostermektedir
(Price ve Tsvetanova, 2007). Calismada olusturulan deneysel modeldeki hiicre
toksisitesinin, ER stresi ile iligkili hiicre 6liimii sinyal mekanizmalarinin bir sonucu
olabilecegi diistiniilmektedir ¢linkii ER stress inhibitorii olan TUDCA uygulamasinin
hiicre canliligini anlaml olarak artirdig1 gosterilmistir (Sekil 4.1). TUDCA, katlanmamis
protein yanitin1 (UPR) sinirlayici etki gostererek ER stresi ile iliskili hastaliklarin
tedavisinde bir saperon gorevi gormektedir (Berger ve Haller, 2011). TUDCA aktive
transkripsiyon faktorlerinin GRP78 promotoriine baglanmasini baskilayarak UPRnin {i¢
ana yolagindaki baglangi¢c sinyallesme adimlarinin indiiksiyonunu durdurmaktadir
(Kusaczuk, 2019). Ek olarak, TUDCA 'nin ¢esitli hastaliklar i¢in gelistirilen birgok in-vivo
ve in-vitro modellerinde oksidatif stresi azalttig1, apoptozu inhibe ettigi ve inflamasyon

seviyelerini diigiirdiigii bildirilmistir (Vang ve ark., 2014).

HEK-293 hiicrelerinin ER stresini indiikleyen TM muamelesi, GRP78 protein
seviyelerinde anlamli bir artisa neden oldu (Sekil 4.2). Artan GRP78 protein seviyeleri,

bobrek dokusunda ER stresinin varligim1 gostermek i¢in iyi bilenen bir belirte¢ haline
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gelmistir (Zhong ve ark., 2020). GRP78, ER liimeni igerisinde saperon gorevi gérmektedir
ve bir kism1 ER membraninda PKR benzeri ER kinaz (PERK) ile bagli olarak bulunur.
Katlanmamis proteinlerin artan seviyeleri, GRP78’in PERK ten ayrilarak katlanmamais
proteinlere baglanmasina neden olur ve bu durum ER igerisindeki homeostazin
korunmasini zorlastirir. GRP78’in PERK ’ten ayrilmasi, PERK’in fosforilasyonuna olanak
saglar (Zhu ve Lee, 2015). Calismada TM+TUDCA uygulanan hiicrelerde, ER stresinin
inhibisyonu ile GRP78 protein seviyelerinin anlamli olarak azaldigi bulundu, bu da ER

stresinin HEK-293 hiicrelerinde TUDCA uygulamast ile hafifletildigini gostermektedir.

Diger gruplar ile karsilastirildiginda, TM ile muamele edilen HEK-293 hiicrelerinde C18
ve C24 CER’lerin hiicresel seviyelerinde dikkate deger bir artis kaydedildi (Tablo 4.3.).
Sonuglarimiz, renal ER stresinin bir rodent modelinde ve TM ile indiiklenmis ER stresine
maruz kalan insan retinal pigment epitel hiicrelerinde seramid birikimini gdsteren son
calismalar1 dogrulamaktadir (Afsar ve ark., 2020; Aslan, Elpek, ve ark., 2021). Bildigimiz
kadariyla, bu ¢calisma TM ile muamele edilen HEK-293 hiicrelerinde seramid i¢eren uzun
zincirli yag asidi diizeylerinin arttigin1 gosteren ilk caligmadir. Yapilan bir ¢aligmada,
seramidin sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz’1 (SERCA) inhibe ederek
ER’de Ca?" seviyelerinin tiikenmesine neden oldugu ortaya konmustur (Liu ve ark., 2014).
Seramidin bu etkisi, tipik bir ER stres indiikleyicisi olan thapsigargin ile karsilagtirilabilir.
Thapsigargin, SERCA’y1 se¢imli olarak inhibe ederek ER liimeninden Ca?" tilkenmesine
ve ER stresinin aktivasyonuna neden olmaktadir (Doan ve ark., 2015). Sitoplazma ve
mitokondriyal matrikste Ca?* konsantrasyonunun giderek yiikselmesi, seramidle
indiiklenen apoptozda 6nemli bir faktordiir (Pinton ve ark., 2001). TUDCA uygulamasi,
yalnizca TM muamelesine kiyasla, TM ile muamele edilen hiicrelerde uzun zincirli CER
seviyelerinde anlamli bir diisiis saglamistir. TUDCA uygulamasindan sonra C18 ve C24
CER seviyelerinde gozlenen azalma, TUDCA’nin ER stresini azalttigi yeni bir
mekanizma sunabilir. Seramid diizeylerindeki artisa ek olarak, S1P seviyelerinin de TM
ile muamele edilen grupta kontrole gore anlamli olarak azaldig1 gézlemlendi. Bildigimiz
kadariyla, bu ¢aligma TM ile muamele edilen HEK-293 hiicrelerinde S1P seviyelerindeki
anlaml1 azalmay1 raporlayan ilk caligmadir. Seramide benzer sekilde, sfingosin-1-fosfat

da bobrekte hem yapisal hem de hiicre sinyallesme molekiilii olarak islev gérmektedir
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(Merscher ve Fornoni, 2014). Bobrek epitel hiicreleri, proliferasyonu siirdiirmek ve
hiicreleri ¢esitli hasarlardan korumak i¢in seramide karsit bir sekilde etki gosteren S1P
sentezler (Mitrofanova ve ark., 2020). Sfingosin-1-fosfat, S1P fosfataz ile sfingosine
defosforile olur veya S1P liyaz tarafindan geri doniistimsiiz olarak yikilarak etanolamin-
1-fosfat ve C16 yag asidi aldehiti olusumuna yol acar. ilgi cekici bir bigimde, farelerde
S1P liyazin bobrekte proteiniiri olusumunda rol oynadig: bildirilirken (Schiimann ve ark.,
2015), insanlarda S1P liyaz i¢in gen kodlamasindaki mutasyonlar nefrotik sendrom ile
baglantilidir (Prasad ve ark., 2017). Calisma sonuglari, bobrek epitel hiicrelerinde S1P’1n
koruyucu roliinii desteklemektedir ve ayrica TUDCA uygulamasi1 yoluyla ER stresinin
inhibisyonunun S1P diizeylerinini arttirdigin1 gostermektedir. Son zamanlarda biyolojik
olarak aktif sfingolipid sentezinin anlasilmasindaki 6nemli gelismeler, 6zellikle seramid
ve S1P aracili yolaklarda, bu molekiillerin hiicre sag kalimindaki temel islevlerinin kabul
edilmesi ile sonuglanmistir. Sfingolipid metabolizmasinin temel bir molekiili olan
seramid, antiproliferatif ve apoptotik yanitlarin aktivasyonuna neden olurken, S1P, hiicre
proliferasyonu reaksiyonlarini tetikler (Ueda, 2015). Gergeklestirilen hiicre modelinde
bulunan artmis C18-C24 CER seviyeleri ve azalmig S1P bulgusu, seramid ile indiiklenen

kaspaz-3 aktivasyonunu seramid/S1P dengesinin belirledigini diisiindiirmektedir.

Kaspaz-3 aktivitesi, TM ile muamele edilmis HEK-293 hiicrelerinde artmustir (Sekil 4.3).
Kaspazlar, iki ana yolak iizerinden islev gostererek apoptozda rol oynayan baglica
enzimlerdir. Ekstrinsik yolak, Fas ligandinin ve tiimor nekroz faktorii-o’nin (TNF-a)
kaspaz-8 veya kaspaz-10 aktivasyonunu baslatan membran reseptorlerine baglanmasini
gerektirir. Intrinsik yolak, stresle indiiklenmis mitokondriyal sitokrom c salmnimu ile aktive
edilir (D'Arcy, 2019). Sitokrom c, kaspaz-9’u aktive eden apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9’a baglanir. Her iki yolak da kaspaz-3 aktivasyonu ile
birleserek kabarcik olusumu ve niikleer degradasyon gibi morfolojik degisimlere neden
olurlar (D'Arcy, 2019). C/EBP-homolog protein (CHOP) gibi ER stresi altinda iiretilen
transkripsiyon faktorleri, B-hiicre lenfoma/l6semi-2 (Bcl-2) ekspresyonunu azaltarak ve
sitokrom c¢ salmimini baglatarak ER stresi kaynakli apoptoziste rol oynamaktadir
(Oyadomari ve Mori, 2004). Ayrica, CHOP yetersizligi, ER stresinin neden oldugu hiicre

6liimiine kars1 direng olusturmaktadir (Marciniak ve ark., 2004).
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Sekretuar (sPLA?), sitozolik (cPLA2) ve kalsiyumdan bagimsiz PLA> (iPLA2), sn-2
pozisyonundaki fosfolipid baglarini hidrolize eden ve arasidonik asitin serbest kalmasini
saglayan baslica fosfolipaz Az enzimleridir. HEK-293 hiicrelerinin TM ile inkiibasyonu,
kontrol, DMSO ve TUDCA gruplarina kiyasla cPLA> aktivitesini anlamli olarak
azaltmistir (Sekil 4.4). TUDCA uygulamasimnin TM’ye maruz kalan hiicrelerde cPLA>
aktivitesi iizerine anlamli bir etkisinin olmadig1 goriildii. Yapilan bir ¢aligmada seramidin
cPLA2’nin CaLLB domainine baglanarak enzimi aktive ettigi ve bu aktivasyonun membran
kenetlenmesini ve arasidonik asit salinimini miimkiin kildig1 bildirilmistir (Huwiler ve
ark., 2001). HEK-293 hiicrelerinde tunikamisin kaynakli ER stresi, seramid olusumunu
arttirmistir fakat seramid ile indiiklenen cPLA? aktivasyonuna yol agmamistir. Yapilan
hiicre modelinde gozlemlenen cPLA> aktivitesindeki azalmanin cPLA2’nin azalan N-
glikozilasyonundan kaynaklandigi diisiintildii. Tunikamisin, HEK-293 hiicrelerinde N-
glikozilasyonu azaltmaktadir ve bu etki, protein ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerden bagimsizdir (Yang ve ark., 2017). PLA2’nin N-glikozilasyonu, HEK-293
hiicrelerinde var olan bu enzimin (Hefner ve ark., 2000; Pavicevic ve ark., 2008) katalitik

aktivitesi i¢in gereklidir (Hiraoka ve ark., 2013).

Seramid, ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve
p38 mitojenle-aktive protein kinaz (MAPK) aktivasyonuna neden olarak COX-2
transkripsiyonunu arttirdig: bilinmektedir (Subbaramaiah ve ark., 1998). Azalmis cPLA?
aktivitesiyle uyumlu olarak, TM muamelesini takiben total COX aktivitesinde, COX-1
protein diizeylerinde ve PGE> seviyelerinde anlamli bir degisiklik goriilmedi (Sekil 4.4).
Serbest arasidonik asidin azalan bulunabilirligi nedeniyle COX aktivitesinde ve PGE:2

sentezinde anlaml1 bir degisimin goériilmemis olmas1 muhtemeldir.

Bildigimiz kadariyla, bu ¢calisma TM ile muamele edilen HEK-293 hiicrelerinde endojen
PUFA seviyelerini 0Olgen ilk calismadir. HEK-293 hiicrelerinin tunikamisin ile
inkiibasyonu, omega-3 ve omega-6 PUFA seviyelerini anlamli olarak arttirmistir (Tablo
4.4). Bobrek hiicresi PUFA seviyelerindeki bu artis, TM’in cPLA? inhibisyonuna neden
olmasi sonucu PUFA birikimine yol agtigin1 ve bu nedenle PUFA havuzlarinin olustugunu

gostermektedir. Sonuglar, diklofenak ile cPLA2 inhibisyonunun bdobrek epitel
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hiicrelerinde PUFA seviyelerini anlamli olarak artirdigin1 gosteren yakin tarihli bir
calismay1 desteklemektedir (Aslan ve ark., 2020). HEK-293 hiicrelerinde TM
muamelesinin ardindan artan PUFA seviyelerinin, mitokondriyal membran potansiyeline
(MMP) zarar vererek hiicresel hasari artirmasi muhtemeldir (Lu ve ark., 2010).
Mitokondriyal membran hasarinin bir Olgiitii olarak degerlendirilen mitokondriyal
membran potansiyeli, yiiksek PUFA konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerde
bozulmaktadir (Lu ve ark., 2010). PUFA’lar ayrica mitokondriyal malfonksiyon ile
baglantili olabilecek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu da arttirmaktadir (Das,
2018).

50



6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, TM muamelesi, insan HEK-293 hiicrelerinde seramid ve GRP78 protein
seviyelerini arttirirken SI1P konsantrasyonlari azaltmistir, bunun sonucu olarak bu
hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonu artmistir. ER stresinin TUDCA tarafindan inhibisyonu
ile, seramid/S1P seviyeleri diisiis gostermis, kaspaz-3 aktivitesinde azalma gergeklesmis
ve GRP78 ekspresyon seviyelerinde anlamli olarak bir diisiis saglamistir. Verilerimiz ER
stresi ve seramid olusumunun inhibisyonunun, ER stresiyle iligkili bobrek hastaliklarinin

onlenmesi ve tedavisinde farmasotik bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.
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