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OZET

GLISIN ILE GRANULOZA HUCRELERINDE NIGERISIN-ARACILI PIROPTOZ
SONRASI LiTiK HUCRE OLUMUNE KARSI HUCRE CANLILIGININ
KORUNMASI

Senol, Umut Samet
Yiiksek Lisans, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Tez Damgmant: Dr. Ogr. Uyesi Caglar BERKEL
Mayis 2026, xii + 54 sayfa

Pro-inflamatuar bir hiicre 6liim mekanizmasi olan piroptoz, gasdermin-aracili hiicre zar1
por olusumu, hiicre sismesi ve nihai litik hiicre zar1 pargalanmasi ile karakterizedir. PKOS
(polikistik over sendromu)’ta graniiloza hiicrelerinin artan piroptotik oliimleri
gbzlemlenir. Graniiloza hiicreleri, oosit gelisimi ve hormon {iretimi i¢in kritik 6neme
sahip hiicrelerdir. Bir aminoasit olan glisin’in, ©onceki piroptotik basamaklari
engellemeden, bir hiicre zari-yirtici protein olan NINJ1’in oligomerizasyonunu
engelleyerek hiicre zar1 yirtilmasini baskiladig1 ve litik hiicre 6liimiine kars1 koruyucu
oldugu (sitoprotektif oldugu) onceki ¢aligmalarda baska hiicre tiplerinde gdsterilmistir.
PKOS'lu kadinlarin kan serumlarinda glisin seviyelerinin diisiik oldugu da o6nceki
calismalarda belirlenmistir. Bu glisin seviyesi diisiikliigii durumu, ¢esitli hiicrelerde,
NINJ1-aracili hiicre zar yirtilmasina karsi sensitiviteyi arttirabilir. Bu baglamda, glisin
eksikligi, graniiloza hiicrelerinin litik hiicre 6liimiine kars1 duyarli hale gelmelerine sebep
olabilir. Glisin seviyelerinin arttirilarak (6rn. folikiiler sivida) graniiloza hiicrelerinin litik
Olimiintin baskilanmasi, PKOS'ta yeni bir terapotik strateji olusturabilir. NINJ1
oligomerizasyonunu inhibe ederek glisin, graniiloza hiicrelerini asir1 litik hiicre
Olimiinden koruyabilirken, piroptoz sinyalinin devam etmesine izin vererek (6rn.
gasdermin porlarini engellemeyerek) potansiyel olarak folikiiler biitiinliige ve yumurtalik
fonksiyonuna olumlu etki yapabilir. Bu ¢alismada, KGN insan graniiloza hiicre hatti
kullanilarak nigerisin ile piroptoz’un tetiklendigi hiicrelerde, glisin’in sitoprotektif
potansiyeli ve inflamatuar yanit tizerindeki etkileri, hiicrelerden salinan PGE2 miktarlar
analiz edilerek degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, tek basina belirgin bir degisim
olusturmayan glisin ve nigerisin uygulamalarinin birlikte kullanildiginda, PGE-:
salmiminin anlamli diizeyde artirdig1 gostermistir. Ayrica SDS-PAGE ve Commassie
boyamasi analizleri ile graniiloza hiicrelerinden total protein salimimi tiim deneysel
durumlar arasinda karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Glisin ile NINJ1-aracili hiicre
zar1 parcalanmasimin baskilandigi graniiloza hiicrelerinde, piroptoz’un tetiklenmesi
sonrast PGE2 saliniminin artmasi, litik hiicre Oliimiiniin engellendigi hiicrelerde
gasdermin porlarinin sayisindaki olas1 artisa hipotetik olarak baglanmistir. Bu calismaile,
graniiloza hiicrelerinde litik hiicre Olimiiniin ve glisin’in buradaki roliiniin daha iyi
anlagilmasi i¢in On veriler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Glisin, Nigerisin, NINJI, PKOS, Graniiloza Hiicresi
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ABSTRACT

PROTECTION OF CELL VIABILITY AGAINST NIGERICIN-MEDIATED
PIROPTOSIS LYTIC CELL DEATH IN GRANULOSA CELLS WITH GLYCIN

Senol, Umut Samet
Master's Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Thesis Advisor: Dr. Assoc. Prof. Caglar BERKEL
May 2026, xii + 54 pages

Pyroptosis, a pro-inflammatory cell death mechanism, is characterized by gasdermin-
mediated cell membrane pore formation, cell swelling, and eventual lytic cell membrane
rupture. Increased pyroptotic cell death of granulosa cells is observed in PCOS (polycystic
ovary syndrome). Granulosa cells are critical for oocyte development and hormone
production. Previous studies have shown that glycine, an amino acid, suppresses cell
membrane rupture and is cytoprotective against lytic cell death by inhibiting the
oligomerization of NINJ1, a cell membrane-rupturing protein, without inhibiting the
preceding pyroptotic steps. Previous studies have also determined that glycine levels are
low in the blood serum of women with PCOS. This low glycine level may increase the
sensitivity of various cells to NINJ1-mediated cell membrane rupture. In this context,
glycine deficiency may cause granulosa cells to become more susceptible to lytic cell
death. Suppressing the lytic death of granulosa cells by increasing glycine levels (e.g., in
follicular fluid) may constitute a novel therapeutic strategy in PCOS. By inhibiting NINJ1
oligomerization, glycine can protect granulosa cells from excessive lytic cell death, while
allowing the persistence of pyroptosis signaling (e.g., by not blocking gasdermin pores),
potentially positively impacting follicular integrity and ovarian function. In this study, the
cytoprotective potential of glycine and its effects on the inflammatory response in cells
where pyroptosis was induced by nigericin using the KGN human granulosa cell line were
evaluated by analyzing the amounts of PGE: released from the cells. The findings showed
that when glycine and nigericin applications were used together, PGE. release was
significantly increased, whereas neither produced a significant change individually. In
addition, total protein release from granulosa cells was analyzed comparatively across all
experimental conditions using SDS-PAGE and Commassie staining analyses. In
granulosa cells where glycine suppresses NINJ1-mediated cell membrane disruption, the
increased PGE2 release following the initiation of pyroptosis is hypothetically linked to
a possible increase in the number of gasdermin pores in cells where lytic cell death is
prevented. This study provides preliminary data for a better understanding of lytic cell
death in granulosa cells and the role of glycine in this process.

Keywords: Glycine, Nigericin, NINJI, PCOS, Granulosa Cell
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1. GIRIS

Graniiloza hiicreleri, yumurtalik folikiillerindeki oositi ¢cevreleyen somatik hiicrelerdir ve
yumurtaliktaki birincil steroidojenik ve destekleyici hiicre tipini ifade eder (Berkel, 2024).
Ostrojen ve folikiiler olgunlasma, oosit saglig1 ve dogurganlik igin gerekli diger faktorleri
aciga cikarirlar (Berkel, 2024). Graniiloza hiicrelerinin kaybi veya islev bozuklugu;
folikiilogenezi ve dogurganligi bozabilir. Son ¢aligmalar, diizenlenmis hiicre 6liimiiniin
inflamatuar formlarmin, 6zellikle piroptoz, PKOS (polikistik over sendromu) ve erken
yumurtalik yetmezligi gibi durumlarda graniiloza hiicreleri kaybina katkida bulundugunu
saptamaktadir (Berkel, 2024). Piroptoz, inflamasyon tarafindan aktive edilen kaspazlarin
gasdermin (GSDM) proteinlerini parcalayarak zari deldigi, dogustan gelen bagisiklik
sistemi tarafindan tetiklenen, litik programlanmais bir hiicre 6liimtdiir (Liu ve ark., 2024;
Vajihala ve ark., 2012). Bu siire¢ tipik olarak hiicre sismesi, zar yirtilmast ve
proinflamatuar sitokinlerin; IL-1p (interlokin-1 beta), IL-18 (interlokin-18) ve DAMP'
lerin (Hasar iliskili molekiiler oriintiiler) hiicre dis1 bosluga salinmasiyla sonuglanir (Liu
ve ark., 2024; Vajihala ve ark., 2012). Bu nedenle, piroptoz siirecinin molekiiler
mekanizmalarini ve 6zellikle NLRP3 (NOD-benzeri reseptor, pirin domaini iceren 3)
inflamazomunun aktivasyonunu tetikleyen faktorleri anlamak ac¢isindan, nigerisin gibi
potasyum ¢ikisini indiikleyen ajanlar 6nemli bir deneysel ara¢ olarak one ¢ikmaktadir.
Nigerisin, hiicre icinden potasyum c¢ikisina neden olarak NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu giivenilir bigimde tetikledigi i¢in bir¢ok hiicre tipinde piroptozun deneysel
olarak modellenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Berkel, 2024). Bununla birlikte,
piroptozun terminal asamasi olan hiicre zar1 yirtilmasi, plazma membranini fiziksel olarak
parcalamak iizere oligomerize olan transmembran protein NINJI (Nerve Injury-Induced
Protein 1 yani Ninjurin-1) ile yakindan iliskilidir (Broz, 2025). Daha da 6nemlisi, tarihsel
olarak iskemik veya travmatik hiicre lizisini Onledigi bilinen glisinin, NINJI aracili
plazma membrani yirtilmasinin spesifik bir inhibitorii oldugu gosterilmistir (Borges ve
ark., 2022). Bu calismada, piroptozun, NINJI aracili lizisin ve glisinin sitoprotektif
etkilerinin biyokimyasal ve hiicresel temelleri incelenmis; ayrica glisinin, nigerisin
kaynakli piroptotik hiicre 6liimiine kars1 yumurtalik graniiloza hiicrelerini korumadaki

potansiyel rolii analiz edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Graniiloza hiicreleri

Graniiloza hiicreleri, yumurtalik folikiillerindeki baskin somatik hiicrelerdir ve oositin
etrafindaki destekleyici katmanlari olustururlar. Ayrica en biiyiik yumurtalik hiicre
popiilasyonunu olustururlar ve menstriiel dongiiyii diizenleyen yumurtalik steroidlerinin
(6rnegin Gstrojen) birincil kaynagidirlar (Berkel, 2024). Bununla birlikte parakrin sinyal
iletimi ve besin destegi araciligiyla graniiloza hiicreleri, oosit biiylimesini, olgunlasmasini
ve yumurtlamasini kolaylastirir (Berkel, 2024). Sonug olarak, graniiloza hiicrelerinin
sagligl dogurganlik i¢in cok Onemliyken, herhangi bir hiicre 6liim mekanizmasiyla
graniiloza hiicrelerinin kayb, folikiil gelisimini olumsuz yonde etkiler. Normal fizyolojik
kosullar altinda baz1 graniiloza hiicreleri folikiil atrezisi sirasinda programli olarak
apoptoza ugrar; ancak bu hiicre 6liimiiniin asir1 ya da diizensiz gerceklesmesi, oosit
kalitesini ve hormonal dengeyi olumsuz yonde etkileyebilir. Ornegin, PKOS ve POI
(Prematiir Over Yetmezligi) gibi durumlarda graniiloza hiicrelerinin islev bozuklugu ve
6liimii, anoviilasyona (yumurtlamanin ger¢eklesmemesi) ve subfertiliteye (dogurganligin
azalmasi yani kisirliga) katkida bulunur (Berkel, 2026). Son arastirmalar, dikkat ¢ekici
bir sekilde, bu bozukluklarda inflamatuar graniiloza hiicresi Oliimiinii piroptoz ile
iligkilendirmistir (Berkel, 2024; Cai ve ark., 2022). Klinik veriler, PKOS hastalarinin
yumurtaliklarinda inflamasyon belirteclerinin seviyelerinin yiikseldigini ve PKOS
hayvan modellerinde graniiloza hiicrelerinin ¢ogunun kaspaz-1'e bagli hiicre 6limii

sergiledigini géstermektedir (Cai ve ark., 2022).

PKOS olusturulmus fare modelinde gerceklestirilen bir calismada, graniloza
hiicrelerinde hiicre lizisinin bir gostergesi olan LDH saliniminin belirgin sekilde arttigy;
bu artigin deney grubunda yaklasik %80 diizeyine ulastigi, buna karsilik kontrol grubunda
ise yaklasik %20 seviyesinde kaldig1 bildirilmistir (Cai ve ark., 2022).

LDH, hiicre sitoplazmasinda bulunan ve glikoliz sirasinda piriivatin laktata donlisimiinii
katalizleyen bir enzimdir (Bergmeyer ve ark., 1974; Kumar ve ark., 2018). Hiicre zar1
biitiinliigli bozuldugunda LDH hiicre disina salinir. Bu nedenle LDH salinimi, hiicre zar1
hasarmin ve hiicre lizisinin bir gostergesi olarak yaygin sekilde kullanilan bir
biyokimyasal belirtectir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda artmis LDH diizeyleri, genellikle
hiicre membran1 biitiinliigliniin kaybini ve sitotoksisiteyi gostermektedir. Bu artigin,

kaspaz-1 veya NLRP3’ii inhibe eden ajanlarla engellenebilmesi, graniiloza hiicrelerinde
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baskin 6liim mekanizmasinin inflamazom aracili piroptoz oldugunu ortaya koymaktadir
(Cai ve ark., 2022). Dolayisiyla, piroptoz patolojik graniiloza hiicresi kaybinda merkezi
bir 6neme sahiptir. Inflamazom aktivasyonu sirasinda graniiloza hiicrelerinin
biitlinliiglinii koruyan ve normal sitokin sinyallemesine izin veren herhangi bir strateji,

yumurtalik fonksiyonu i¢in terapdtik degere sahip olabilir.
2.2. Graniiloza Hiicresinde Programlanms Hiicre Oliimii

Tablo 2.1. Ferroptoz, apoptoz, otofaji, nekroptoz ve piroptozun temel 6zellikleri (Mou ve

ark., 2019).

Hiicre 6liimii  Ferroptoz Apoptos Otofaji Nekroptoz Piroptoz
Biyokimyasal XCT inhibisyonuKaspazlarin Artmis ATP seviyelerinKaspaz-1 ve
ozellikler ve indirgenmisaktivasyonu, lizozomal de diisiig;proinflama
GSH, GPX4oligoniikleozomal aktivite RIPK1, RIPK3tuar sitokin
inhibisyonu. DNA parcalanmast ve  MLKL'ninsalinimina
Demir birikimi aktivasyonu baglidir
ve lipid
peroksidasyonu
Morfolojik  [Yogunlagmis Plazma zarindaCift zarliPlazma zariminKaryopiknoz,
ozellikler mitokondriyal zarkabarcik olusumu;otofagozom jyirtilmast; hiicre 6demi
yogunluguna hiicre veolusumu organel sigmesi;ve membran
sahip  kiiciik cekirdek kromatin yirtilmasi
mitokondriler, |hacminde azalma; yogunlagmasi

krista kayb1 cekirdek

parcalanmast

Anahtar genler GPX4, Nrf2, Kaspaz,P53, Fas,ATGS5, ATG7,RIP1, RIP3,Kaspaz-1, IL-
Bcl-2, Bax DRAM3, MLKL 1B, IL-18

LSH, TFRI, TFEB

xCT



Tablo 2.1. (Devam)Ferroptoz, apoptoz, otofaji, nekroptoz ve piroptozun temel 6zellikleri

(Mou ve ark., 2019).

Diizenleyici xCT ve GPX4,0lim  reseptorii,PI3K-AKT- TNFa, TLR3,Kaspaz-1,

yollar p62—Keap1-Nrf2 mitokondriyal yol mTOR, ROS aracili yol [NLRP3
yolu MAPK yolu

inflammasom
yolu

DAMP SerbestHMGB1 Ecto-CRT, HMGBI1 DNA velL-6 HMGBI,

birakimi HMGBI1 ve ATP, IL-

ATP

1B ve IL-18

Bagisiklik [ltihap tetikleyici Cogunlukla iltthapCogunlukla  Cogunlukla Pro-

ozellikleri onleyici iltihap iltihap tetikleyicienflamatuar
onleyici
Uyaricilar Erastin, RSL3,FASL, DCC Rapamisin TNFa, ZVAD-ZnO-
sorafenib fmk
, lityum NP'ler,
ivermektin
Inhibitorler ~ Deferoksamin, EXIAP, c-IAP 3-MA, Nec-1 Nekrosiilf
vitamini, onamidler
Wortmannin

ferrostatin-1

Graniiloza hiicreleri 6liimii, sadece klasik bir programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozu
degil, ayn1 zamanda ferroptoz ve piroptoz gibi farkli hiicre 6liim mekanizmalarini da
icermektedir. Graniiloza hiicrelerinde nekroptoz (programlanmis nekrotik hiicre 6liimii)
gerceklesebilmektedir; ancak bu hiicre 6liim bigiminin yumurtalik fizyolojisindeki rolii
halen smirh diizeyde tanimlanmistir. Her 6liim seklinin kendine 6zgii tetikleyicileri ve

molekiiler etkenleri faktorleri bulunur.
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Sekil 2.1. Graniiloza hiicrelerinde farkli hiicre O6liimii mekanizmalarinin sematik

gosterimi.
Bu figiir, BioRender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.

Sekil 2.1.’de graniiloza hiicrelerinde apoptoz, otofaji, ferroptoz, nekroptoz ve piroptoz
gibi farkli programlanmais hiicre 6liim mekanizmalarinin kendine 6zgii molekiiler yollarla

nasil gergeklestigini 6zetlemektedir.
2.3. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972’de Kerr ve arkadaslar tarafindan Okaryotik hiicrelerin
intrinsik (mitokondriyal) 6liim mekanizmasini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Ayrica
programlanmis hiicre 6liimiiniin inflamasyon olusturmayan bir seklidir. Bu nedenle,
apoptoz sirasinda hiicre i¢i hasar kontrol altinda tutulur ve ¢evre dokuda belirgin bir

inflamatuar yanit olusmadan 6liim siireci tamamlanir. Apoptotik siirece giren hiicrede



DNA’da (Deoksiriboniikleik Asit) ¢cok sayida kirilma meydana gelir ve bu hasarin
onarimi miimkiin degildir. Hiicreler DNA hasarin1 onarabilen mekanizmalara sahip
olmasina ragmen hasarin siddetli oldugu durumlarda apoptoz mekanizmalar1 aktive olur

ve hiicre 6liimii gergeklesir (Nagata, 2000).

Apoptoz stireci iki temel hiicre 6liim mekanizmasi lizerinden ger¢ceklesmektedir. Bunlar
intrinsik hiicre 6liim mekanizmasi ve ekstrinsik (6liim reseptorii aracili) hiicre 6liim
mekanizmasidir (Elmore, 2007). Intrinsik hiicre 6liim mekanizmas: genellikle DNA
hasari, oksidatif stres veya biiytime faktorii eksikligi gibi hiicre i¢i stres sinyalleri ile
baglatilir. Bu siiregte mitokondriyal membran gecirgenligi artar ve sitokrom c¢
sitoplazmaya salinir. Sitokrom c, Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptosom
kompleksini olusturur ve bu kompleks araciligiyla kaspaz-9 aktive edilir. Ekstrinsik hiicre
0liim mekanizmasinda ise hiicre yilizeyinde bulunan 6liim reseptorlerinin [0rnegin Fas
(Apoptoz Antijen 1) ve TNF (Tiimoér Nekroz Faktorii) reseptorleri] ligandlarina
baglanmasiyla baglatilir ve kaspaz-8 aktivasyonu ile sonuglanir. Her iki hiicre 6lim
mekanizmasi da yiiriitiicli kaspazlar olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktivasyonu

araciligiyla birlesir ve hiicre 6liim siireci tamamlanir (Taylor ve ark., 2008).

Apoptoz sirasinda hiicrede c¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler meydana
gelir. Bunlar arasinda hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlagmasi, DNA fragmentasyonu,
hiicre zarinda bleb (kabarcik) olusumu ve apoptotik cisimciklerin meydana gelmesi yer
almaktadir. Bu apoptotik cisimcikler daha sonra fagositik hiicreler tarafindan temizlenir
ve boylece ¢evre dokuda inflamatuar yanit olugsmasi engellenir (Elmore, 2007). Bu siireg,
hiicrelerin kontrollii bir sekilde ortadan kaldirilmasini saglayarak doku homeostazinin

korunmasina katkida bulunur.
2.4. Otofaji

Otofaji, hiicrenin sitoplazmasindaki bilesenleri lizozomlar araciligiyla pargalayarak geri
doniistiirdiigii bir hiicresel siirectir (Mizushima ve Komatsu, 2011). Bu mekanizma
normal kosullarda hiicresel homeostazin korunmasina katki saglarken, asir1 veya diizensiz
aktivasyonu durumunda hiicre 6liimiine yol acabilmektedir. Bununla birlikte, bazal veya
kontrollii otofaji, hiicre i¢in genellikle koruyucu bir mekanizmadir. Bu siire¢; hasarli
organellerin ve yanlis katlanmis proteinlerin uzaklagtirilmasini saglayarak hiicresel
biitlinliiglin siirdiiriilmesine yardimci olur (Levine ve Kroemer, 2008; Mizushima ve

Komatsu, 2011).



Otofaji; besin eksikligi, enerji yetersizligi, oksidatif stres, hipoksi, enfeksiyonlar ve DNA
hasar1 gibi gesitli hiicresel stres kosullar1 tarafindan tetiklenebilir. Bu siiregte hiicre,
sitoplazmik bilesenleri ¢ift zar yapisina sahip otofagozom adi1 verilen vezikiiller igerisinde
cevreler. Otofagozomlar, daha sonra lizozomlarla birleserek otolizozom yapisini
olusturur; bu yapinin iginde yer alan hiicresel igerikler, hidrolitik enzimler tarafindan

parcalanir (Mizushima ve ark., 2011).

Otofajinin diizenlenmesinde birgok protein gorev almaktadir. Bu siire¢ ozellikle ATG
(Anti-timosit globulin) proteinleri, ULKI (Unc-51 benzeri otofaji baslatici kinaz 1)
kompleksi, BECNI (Beclin-1), LC3 (Mikrotiibiil iliskili protein I hafif zinciri 3) ve mTOR
(mechanistic target of rapamycin) sinyal yolaklar1 tarafindan kontrol edilmektedir. Besin
acisindan zengin kosullarda mTOR otofajiyi baskilarken, besin eksikligi veya stres
durumlarinda mTOR aktivitesi azalir ve ULK1 kompleksinin aktivasyonu ile otofaji
baslatilir. Ardindan Beclin-1 araciligtyla otofagozom olusumu baslar ve LC3 proteininin
lipidasyonu otofagozom zarinin genislemesini saglar (Levine ve Kroemer, 2008;
Mizushima ve Komatsu, 2011). Olusan bu ¢ift katl1 zar yapisi, hiicre i¢indeki istenmeyen
materyalleri ¢cevreleyerek onlar sindirim i¢in izole eder ve boylece dinamik bir temizlik
siireci baslatilmis olur. Bu siire¢ sirasinda hiicrede hasarli mitokondrilerin uzaklastirilmasi
(mitofaji), protein agregatlarinin par¢alanmasi ve metabolik bilesenlerin geri kazanim
gibi olaylar ger¢eklesir. Bu nedenle otofaji baslangicta sitoprotektif bir yanit olarak islev
goriirken, uzun siireli veya kontrolsiiz aktivasyonu hiicresel bilesenlerin asir1
parcalanmasina yol agarak otofaji ile iligkili hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Levine

ve Kroemer, 2008)
2.5. Ferroptoz

Ferroptoz, lipid peroksidasyonu ile karakterize edilen demir bagimli bir litik hiicre
olimiidiir (Dixon ve ark., 2012). Ayrica 2012 yilinda demir bagimli, apoptoz dist bir

hiicre 6liim mekanizmasi olarak literatiire kazandirilmistir (Dixon ve ark., 2012).

Bu siirecte hiicre zarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu lipid
peroksitler birikir ve hiicre zar1 biitiinliigli bozulur. Ferroptozun diizenlenmesinde
ozellikle GPX4 (glutatyon peroksidaz-4), SLC7A411 (Tastyict Aile 7 Uye 11) igeren sistem
Xc~ (Sistein/Glutamat Antiporter Sistemi), hiicresel demir metabolizmasi ve lipid
peroksidasyonu Onemli rol oynamaktadir (Stockwell ve ark., 2017). Glutatyon

diizeylerinin azalmasi veya GPX4 aktivitesinin inhibe edilmesi lipid peroksitlerin
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birikmesine ve hiicre 6lim mekanizmasiin agilarak ferroptotik hiicre O6liimiiniin
tetiklenmesine neden olabilir (Dixon ve ark., 2012; Stockwell ve ark., 2017). Bu 6liim
sekli, demir bagimli lipid peroksidasyonu ve membran hasari ile karakterize edilir (Ramos
ve ark., 2024; Dixon ve ark., 2012). PKOS'ta demir homeostazinin bozulmasi, 6rnegin
metabolik sendrom nedeniyle serbest demirin yiikselmesi, yumurtaliklar1 ferroptoza
hazirlayabilir. Bunu desteklemek amaciyla yapilan PKOS graniiloza hiicrelerinin
analizleri; reaktif oksijen tiirleri metabolizmas1 ve demir islenmesinde rol oynayan
genlerde gen ekspresyonunun arttigini ortaya koymustur (Huang ve ark., 2024). Hayvan
modellerinde ferroptoz inhibitorlerinin, 6rnegin ferrostatin-1’in, PKOS benzeri kemirgen
modellerinde yumurtalik fonksiyonunu kismen geri kazandirdig1 gosterilmistir (Li ve ark.,
2024). Bu bulgu, ferroptozun graniiloza hiicreleri kaybma katkida bulundugunu

diistindiirmektedir (Li ve ark., 2024).

Onemli olarak, son ¢alismalar ferroptotik hiicrelerin ayrica NINJI aracili hiicre zari
yirtilmasina da ugradigin1 gostermektedir. Ferroptoz sirasinda NINJI oligomerleserek
plazma membraninin yirtilmasini ve DAMP’larin salintmini indiikler; ancak NINJI
eksikligi olan hiicreler, lipid peroksidasyonu devam etse bile ferroptoza bagli son litik
Hiicre zar1 yirtilmasina direng gosterir (Ramos ve ark., 2024). Bu nedenle, PKOS’ta
graniiloza hiicrelerinde ferroptoz meydana geldiginde siirecin NINJI’e bagl hiicre lizisi
ile sonuglanabilecegi diisiiniilmektedir. Graniiloza hiicreleri ferroptozunun PKOS'ta
onemli bir hiicre 6liim mekanizmasi olup olmadig1 hala arastirma asamasindadir; ancak
transkriptomik ¢aligmalar ve yakin tarihli bir inceleme, ferroptozu PKOS
yumurtaliklarinda potansiyel bir patojenik faktor olarak vurgulamaktadir (Huang ve ark.,

2024)
2.6. Nekroptoz

Nekroptoz, RIPK1 (reseptor ile etkilesen protein kinaz-1), RIPK3 (reseptdr ile etkilesen
protein kinaz-3) ve MLKL (karma soylu kinaz alani benzeri psddo kinaz) araciligiyla
gerceklesen diizenlenmis bir litik hiicre 6liimii bi¢imidir. Bu siire¢ genellikle TNF gibi
proinflamatuar sitokinler tarafindan tetiklenir ve RIPK1-RIPK3 kompleksinin olusumu ile
baglar. Ardindan MLKL fosforile olur, oligomerlesir ve plazma zarina transloke olarak

membran gegirgenligini artirir.

Piroptoz ve ferroptozdan farkli olarak nekroptoz sirasinda hiicre zarinin nihai parcalanmasi

NINJ1 proteinine bagimli degildir. Bu durum, nekroptozun zar biitiinliigiinii bozmak i¢in
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kendine 6zgii alternatif molekiiler aktorler kullandigin1 géstermektedir. Son caligmalar,
nekroptotik hiicre lizisinin yiiriitilmesinde SIGLEC12 (Sialik asit baglayan
immiinoglobulin benzeri lektin-12) proteininin kritik bir rol oynadigini gostermistir.
Nekroptoz sirasinda SIGLEC12, MLKL ile etkilesir ve TMPRSS4 (Transmembran Serin
Proteaz 4) tarafindan proteolitik olarak kesilerek plazma membraninin yirtilmasina aracilik
eden aktif bir fragman olusturur. Bu mekanizma, nekroptozun membran yirtilma
basamaginin piroptoz ve ferroptozdan molekiiler olarak farkli oldugunu ortaya koymaktadir

(Noh ve ark., 2026).

Bu mekanistik farklilik, baz1 sitoprotektif molekiillerin hiicre 6limii tiplerine 6zgii
etkilerini de agiklamaktadir. Ornegin glisin, piroptoz ve ferroptoz sirasinda NINJI aracili
hiicre zar1 yirtilmasini inhibe ederek koruyucu etki gosterebilirken, nekroptozda hiicre
zarmin parcalanmast SIGLEC12 aracili mekanizmalarla gerceklestiginden glisinin bu
hiicre 6liim mekanizmasina kars1 belirgin bir koruyucu etkisi bulunmamaktadir (Kayagaki
ve ark., 2021; Borges ve ark., 2022). Bu nedenle, hiicre 6liim yollarinin dokulara 6zgii
etkilerini anlamak, 6zellikle yumurtalikta nekroptotik sinyallesmenin polikistik over
sendromu iizerindeki potansiyel roliinii incelemek agisindan biiylik 6nem tasimaktadir.
Yumurtalik dokusunda nekroptotik sinyallesmeye dair baz1 bulgular rapor edilmis olmakla
birlikte, bu mekanizmanin polikistik over sendromu baglamindaki rolii heniiz yeterince

arastirilmamistir ve mevcut kanitlar sinirlidir (Pasparakis ve Vandenabeele, 2015).
2.7. Piroptoz

Piroptoz; hiicre sismesi, membran porlarinin olusumu ve lizizi; proinflamatuar hiicre i¢i
iceriklerin (IL-1B ve IL-18 gibi proinflamatuar sitokinler, ATP (adenozin trifosfat),
HMGBI (Yiiksek hareketli grup B1 proteini) ve ¢esitli DAMP molekiilleri) salinimi ile
karakterize, programlanmis, inflamatuar bir hiicre 6liimii bi¢imidir (Huston ve ark.,
2023). Bu siireg ilk olarak cesitli patojenlerle enfekte makrofajlarda gézlemlenmis, ancak
daha sonra apoptotik kaspazlar yerine inflamatuvar kaspazlara (kaspaz-1, kaspaz-4,
kaspaz -5, kaspaz -11) bagl olarak gerceklestiginin ortaya konmasiyla diger hiicre 6liim
sekillerinden ayirt edilmistir (Broz, 2025). Piroptoz, inflamatuar kaspazlar tarafindan
proteolitik olarak aktive edilen GSDM ailesi proteinleri, 6zellikle GSDMD (Gasdermin
D) araciligiyla gerceklesen bir hiicre 6liimii bi¢imidir. Aktive olan GSDMD hiicre zarinda
porlar olusturarak iyonik dengesizlige, hiicresel sismeye ve nihayetinde hiicre zari

yirtilmasina neden olur (Shi ve ark., 2015; Broz ve Dixit, 2016). Bu siire¢, kaspaz-1



aktivasyonunu ve IL-1f ile IL-18'in olgunlagmasini ve salinmasini saglayan inflamazom
aktivasyonu (6rnegin, NLRP3) ile sik1 bir sekilde baglantilidir (Pinzén-Fernandez ve ark.,
2025). Piroptoz, hiicre i¢i patojenleri ortadan kaldirmaya ve bagisiklik sistemini
uyarmaya yardimci olan 6nemli bir dogal bagisiklik efektér mekanizmasidir; in vitro
(Hiicre kiiltiiriinde yapilan deneyler) ve in vivo (Hayvan deneyleri veya klinik ¢aligmalar)
olarak cok cesitli PAMP (Pathogen-Associated Molecular Patterns) ve DAMP'ler
tarafindan aktive edilebilir (Liu ve ark., 2024). Piroptoz, patojenlerin ortadan
kaldirilmasinda o6nemli bir savunma mekanizmasit olusturmasina ragmen, asiri
inflamatuar yanit1 tetikleyerek doku hasarina yol agabilmesi nedeniyle “iki ucu keskin bir
kilig” olarak degerlendirilmektedir (Yu ve ark.,, 2021). Bu dengenin bozulmasi,
piroptozun kontrolsiiz sekilde aktive olmasina yol agarak cesitli hastaliklarin gelisimi ve
ilerlemesine katkida bulunabilmektedir. Dogustan gelen bagisiklik ve inflamatuar
hastaliklarin kesisim noktasindaki merkezi rolii nedeniyle piroptoz; bulasici hastaliklar,
otoimmiinite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi bircok patolojik siirecte etkileri
bulunan ve son yillarda giderek artan ilgi goren 6nemli bir arastirma alani haline gelmistir

(Rao ve ark., 2022).
2.8.Piroptozun Molekiiler Temelleri

Piroptozun yumurtalik patolojisindeki onemi, yeni caligmalarla daha giiclii bir sekilde
ortaya konmaktadir. Piroptoz, sitozolik PRR (desen tanima reseptdrlerinin); patojenle
iligkili veya tehlike sinyallerine yanit olarak inflamazomlarin, 6rnegin NLRP3 ile ASC
[Apoptozla iliskili, CARD (Kaspaz aktivasyon ve baglanma bdlgesi) igeren speck-benzeri

protein] kompleksleriyle etkilesime girmesi sonucu tetiklenir (Vajjhal ve ark., 2012).

Piroptozda patojen veya tehlike sinyalleri sitoplazmik inflamazomlari, 6zellikle NLRP3
inflamazomunu aktive eder ve bu durum kaspaz-1’in aktivasyonuyla hiicre Oliim

mekanizmasina yol agar.

Inflamazom olusumu, kaspaz-1’in aktivasyonuna yol acarak IL-1B ve IL-18’in pro
formlarinin kesilmesini saglar; ayrica kanonik olmayan yolaklarda kaspaz-4, kaspaz-5 ve
kaspaz-11’in aktivasyonu da gerceklesebilir (Vajjhal ve ark., 2012). Aktive olan kaspaz-
1, ayn1 zamanda GSDMD’yi pargalayarak por olusturma kapasitesine sahip N-terminal

(NT) fragmanini serbest birakir (Kayagaki ve ark., 2015; Shi ve ark., 2015).

Serbest kalan GSDMD-NT (Gasdermin D’nin N-ucu Fragmani) fragmani, plazma

10



membranina yerlesip oligomerize olarak yaklasik 20 nm ¢apinda porlar olusturur
(Kayagaki ve ark., 2015; Shi ve ark., 2015). Bu porlar, olgun IL-1 ve IL-18 basta olmak
iizere cesitli sitokinlerin, iyonlarin ve kii¢iik proteinlerin hiicre disina ¢ikisina izin
verirken, hiicre zarmnin gegirgenligini de Onemli Ol¢lide artirir. Artan gecirgenlik
sonucunda hiicre igine su girisi olur, bu da hiicrede sismeye ve ozmotik dengesizlige yol
acar. Siirecin ilerleyen agsamasinda hiicre zar1 biitiinliigiinii kaybeder ve litik parcalanma
meydana gelir (Kayagaki ve ark., 2015; Shi ve ark., 2015). Bu parcalanma sirasinda hiicre
iceriginde bulunan DAMP’ler hiicre disina salinir ve giiclii bir inflamatuar yanit tetiklenir.
Bu nedenle piroptoz, membran biitiinliigiinii bozmas1 ve inflamasyon sinyallemesini
aktive etmesi bakimindan apoptozdan belirgin sekilde ayrilan, pro-inflamatuar bir hiicre

oliim seklidir (Broz, 2025).

Bu 6zellikleri nedeniyle, piroptozun graniiloza hiicrelerinde tetiklenmesi, 6zellikle PKOS
baglaminda inflamatuar yanitin artmasina ve hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina yol
acabilir. PKOS’da goriilen hormonal diizensizlikler, 6zellikle graniiloza hiicrelerinde
piroptoz ve inflamatuar yanitin tetiklenmesine zemin hazirlayan 6nemli bir faktor olarak
one c¢ikmaktadir. Hiperandrojenizm, kadinlarda testosteron, DHT (dihidrotestosteron)
gibi androjen hormonlarinin normalden fazla olmas1 durumu olarak tanimlanir ve 6rnegin
DHT uygulamas1 graniiloza hiicrelerinde oksidatif stresi tetikleyerek NLRP3
inflamazomunu ve iliskili hiicre 6liim mekanizmalarini aktive edebilir (Cai ve ark., 2022).
Nitekim PKOS hastalarmin yumurtalik dokularinda NLRP3, aktif (kesilmis) kaspaz-1 ve
GSDMD ekspresyonunda artis ve buna bagli olarak IL-1B ile IL-18 diizeylerinde
yiikselme saptanmigtir (Wang ve ark., 2023; Berkel, 2024). DHT ile indiiklenen PKOS
modeli farelerde ise yumurtaliklarda NLRP3, ASC ve aktif kaspaz-1 ekspresyonu belirgin
sekilde artmig, bunun sonucunda GSDMD proteini aktive olmus ve GSDMD-NT
fragmani serbest kalarak graniiloza hiicrelerinde piroptotik 6liime yol agmistir (Wang ve
ark., 2023). Bu farelerde, hiicre zar1 porlar1 ve piroptotik morfolojiye sahip ¢ok sayida
graniiloza hiicresi gozlenmistir (Zhang ve ark., 2025). Ote yandan, PKOS hayvan
modellerinde kaspaz-1’in genetik veya farmakolojik olarak inhibe edilmesi, graniiloza
hiicrelerinin hayatta kalma oranimi artirmis ve g¢esitli yumurtalik fonksiyonlarini
iyilestirmistir. Bu gozlemler, piroptozun PKOS patogenezindeki roliinii agik¢a ortaya

koymaktadir (Berkel, 2024).

Hiperandrojenemi yalnizca hormonal dengesizlige yol agmakla kalmaz, ayni zamanda

graniiloza hiicrelerinde piroptozu tesvik eder. PKOS modeli farelerde androjenlerin
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diistiriilmesi (0rnegin letrozol veya spironolakton uygulamasiyla) yumurtaliklarda
kaspaz-1 aktivasyonunu ve graniiloza hiicreleri piroptozunu O6nemli Ol¢lide azaltarak

folikiil fonksiyonlarini iyilestirmistir.

Ozetle, PKOS hastalarinda ve hayvan modellerinde graniiloza hiicreleri sadece apoptoz
yoluyla degil, ayn1 zamanda NLRP3-kaspaz-1-GSDMD ekseni araciligiyla inflamatuar
piroptoz yoluyla da o6lebilmektedir. Bu mekanizma, folikiiler atrezi ve yumurtalik
inflamasyonuna katkida bulunarak PKOS’un patofizyolojisinde kritik bir rol

oynamaktadir (Berkel, 2024; Xiang ve ark., 2023; Yu ve ark., 2021; Wang ve ark., 2023).
2.8.1. Ureme Bozukluklarinda Graniiloza Hiicrelerinin Piroptozu

Onceki calismalar, graniiloza hiicrelerinde gergeklesen piroptotik hiicre dliimiiniin baz1
kadin tlreme hastaliklarinin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya
cikarmaktadir (Tan ve ark., 2021). Ozellikle PKOS baglaminda, bu hiicrelerin
inflamatuvar hiicre 6liimii mekanizmalarina karsi duyarliliginin arttig1 anlasilmaktadir.
PKOS’ta metabolik ve hormonal stres faktorlerinin (6rnegin yiiksek glikoz diizeyleri ve
artmis androjen konsantrasyonlarinin) graniiloza hiicrelerinde NLRP3 inflamazomunu

aktive ederek piroptozu tetikledigi diistiniilmektedir.

Inflamazom aktivasyonunu takiben kaspaz-1’in aktif hale gelmesi, gasdermin
proteinlerinin proteolitik olarak kesilmesine yol agar. Bu siiregte 6zellikle GSDMD,
kaspaz-1 tarafindan pargalanarak hiicre zarinda por olusturan N-terminal fragmanini
aciga cikarir ve boylece piroptotik hiicre 6liimii baslatilir. Bununla birlikte, piroptozun
yalnizca kaspaz-1 ve GSDMD ile sinirlt olmadigy; kaspaz-4, kaspaz-5 ve kaspaz-11 gibi
diger inflamatuvar kaspazlarin da benzer mekanizmalarla siirece katkida bulunabildigi
gosterilmistir. Ayrica bazi durumlarda GSDME (Gasdermin E) gibi diger gasdermin
ailesi tiyelerinin de piroptotik morfolojiye neden olabildigi bildirilmektedir. Graniiloza
hiicrelerinde 6zellikle inflamatuvar stres altinda NLRP3, kaspaz-1, GSDMD ekseninin
belirgin sekilde aktive oldugu ve bunun sitokin saliimi ile birlikte hiicre Sliimiinii

hizlandirdig1 goriilmektedir.

Deneysel PKOS modelleri, graniiloza hiicre kaybinin énemli bir kisminin piroptozla
iliskili oldugunu desteklemektedir. Bu modellerde, graniiloza hiicrelerinin yaklagik
%80’inde inflamazom aktivasyonuna bagli LDH salimimi go6zlenirken, saglikli

kontrollerde bu oran yaklasik %20 diizeyinde kalmaktadir. Artmig LDH salinimi, hiicre
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membran biitiinliigiiniin bozuldugunu ve piroptotik hiicre oliimiiniin gerceklestigini

gosteren dnemli bir biyokimyasal gostergedir.

Graniiloza hiicreleri, folikiil gelisimi, steroid hormon iiretimi ve oositin desteklenmesi
acisindan kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle bu hiicrelerin asir1 kaybi, folikiiler gelisimin
bozulmasma ve atreziye yol agabilir. PKOS’ta artan inflamatuvar hiicre Oliimii,
yumurtalik mikrogevresinde inflamasyonu derinlestirerek hem folikiil sagkalimini hem
de ovulasyon kapasitesini olumsuz etkiler. Dolayisiyla graniiloza hiicrelerinde piroptozun
asir1 aktivasyonu, PKOS’un karakteristik endokrin ve ovulatuvar bozukluklarinin

gelisiminde 6nemli bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir.

Ote yandan, inflamazom sinyallemesinin baskilanmasinin graniiloza hiicre canliligin
koruyabildigi gosterilmistir. Ornegin plumbagin, NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
inhibe ederek kaspaz-1 aktivitesini azaltir ve GSDMD aracili piroptozu sinirlar. Aym
zamanda oksidatif stresin ve inflamatuvar sitokin tiretiminin azalmasina katkida bulunur.
Benzer sekilde resveratrol, kurkumin ve kuersetin gibi polifenolik bilesiklerin de NLRP3
aktivasyonunu baskilayarak inflamatuvar yaniti zayiflattigit ve graniiloza hiicre
fonksiyonunu korudugu cesitli caligmalarla gosterilmistir. Bu tiir bilesikler, inflamatuvar
sinyal yollarin1t modiile ederek piroptotik hiicre 6liimiinii azaltabilir ve PKOS’a bagh

yumurtalik disfonksiyonunun hafifletilmesine katki saglayabilir.

Sonug olarak, mevcut veriler graniiloza hiicrelerinde piroptozun PKOS patofizyolojisinde
merkezi bir rol oynadigini ve inflamazom—kaspaz—gasdermin ekseninin bu siirecte temel
diizenleyici oldugunu gostermektedir. Bu nedenle piroptozu hedefleyen farmakolojik ya
da besinsel yaklagimlar, PKOS’ta yumurtalik fonksiyonunun korunmasi ve folikiiler

gelisimin desteklenmesi acisindan umut verici stratejiler olarak degerlendirilmektedir.
2.8.2.PKOS: Genel Bakis ve Patogenez

PKOS, diinya genelinde iireme ¢agindaki kadinlarin %10-18'ini etkileyen yaygin bir
endokrin-metabolik bozukluktur (Xu ve ark., 2025; Qiu ve ark., 2020). Klinik olarak
PKOS; hiperandrojenizm, kronik anoviilasyon veya diizensiz sikluslar (menstriiel
dongii/adet dongiisii), polikistik over morfolojisi ve iliskili metabolik bozukluklar
(6rnegin, insiilin direnci) ile karakterize edilir (Xu ve ark., 2025; Xiong ve ark, 2011;
Berkel, 2024). PKOS'un etiyolojisi ¢ok faktorliidiir; genetik yatkinlik ve cevresel

faktorler, normal hipotalamus, hipofiz, ovaryen sinyallesmesini ve over fonksiyonunu
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bozmak i¢in bir araya gelir. PKOS'lu kadinlarda, genellikle diisiik dereceli kronik
inflamasyon (IL-18 gibi sitokinlerin ytiksek seviyeleri) gézlemlenir. Androjen (erkeklik
hormonu) fazlaligini tesvik eden bozulmus intra-ovaryen (yumurtalik i¢i) sinyallesme,
LH (liiteinlestirici hormon) ve insiilin sinyallerinde artisa, hiicre 6liim mekanizmalarina
yol agar (Singh ve ark., 2023; Wang ve Li, 2023). Graniiloza hiicreleri, yumurtalik

folikiillerinin dstrojen tlireten somatik hiicreleridir.

Saglikl1 folikiiler gelisim sirasinda grantiloza hiicreleri, folikiiliin steroidogenezinde temel
bir rol oynar. Teka hiicreleri tarafindan sentezlenen androjenler, graniiloza hiicrelerinde
FSH (folikiil uyaric1 hormon) kontrolii altinda aromataz enzimi araciligiyla E2
(estradiole) doniistiiriiliir. Bu siireg; folikiil biiylimesinin siirdiiriilmesi, oosit maturasyonu
ve normal ovulasyon i¢in gerekli olan hormonal mikrogevrenin olugsmasina katkida
bulunur (Qiu ve ark., 2020). Bununla birlikte, PKOS folikiiler gelisim siklikla erken
asamalarda durur. Yumurtaliklarda ¢ok sayida kiigiik antral folikiil (folikiil i¢cinde sivi
dolu bir boslugun bulundugu gelisim evresi) birikmesine ragmen, bu folikiillerin yalnizca
cok az1 preovulatuvar (ovulasyondan onceki) asamaya ilerleyebilir. Bunun sonucunda
klinik olarak oligomenore (adet dongiilerinin seyrek veya diizensiz olmasi) veya

anoviilasyon (ovulasyonun ger¢eklesmemesi) ortaya ¢ikar (Lizneva ve ark., 2016).

PKOS patogenezinde graniiloza hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel bozukluklart merkezi
bir rol oynamaktadir (Azziz ve ark., 2016; Diamanti-Kandarakis ve Dunaif, 2012).
Graniiloza hiicrelerinin steroidogenez kapasitesindeki bozulma, biiylime faktorii
sinyallemesindeki degisiklikler ve inflamatuvar yanitin artmasi; folikiiler mikrogevrenin
dengesini bozarak folikiil gelisimini olumsuz etkileyebilir (Huang ve ark., 2024). Nitekim
PKOS’ta graniiloza hiicre fonksiyonunun bozulmasi; insiilin direnci, hiperandrojenizm ve
lokal inflamasyon gibi faktorlerle birlikte, hiicre stresinin artmasina ve ¢esitli
diizenlenmis hiicre 6liimii yollarin aktive olmasina yol acabilmektedir (Berkel, 2024;

Lizneva ve ark., 2016).

PKOS’lu bireylerde graniiloza hiicrelerinde diizenlenmis hiicre 6limii oraninin arttig
gosterilmistir. Bu durum folikiil yapisinin erken dénemde bozulmasina ve folikiiler atrezi
gelisimine katkida bulunur. Graniiloza hiicreleri, oosit ile yogun bir parakrin ve metabolik
iletisim ag1 kurarak oositin biiytimesini ve metabolik ihtiyag¢larinin karsilanmasini saglar.
Bu hiicreler ayn1 zamanda enerji substratlarinin saglanmasi, steroid hormon iiretimi ve

bliylime faktorlerinin salgilanmasi yoluyla oosit gelisimini destekler. Dolayisiyla
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graniiloza hiicrelerinin erken kaybi, oositin beslenmesi ve sinyal iletimi i¢in gerekli
mikrogevrenin bozulmasina neden olur. Bunun sonucunda oosit matiirasyonu yetersiz
kalabilir ve oosit kalitesi diisebilir (Huang ve ark., 2024; Qiu ve ark., 2020). Deneysel ve
klinik ¢aligmalar, graniiloza hiicrelerinde artmis hiicre 6liimii ile oosit gelisimindeki
bozulma ve fertilite potansiyelindeki azalma arasinda giiclii bir iliski oldugunu

gostermektedir (Berkel, 2024).

PKOS’un patofizyolojisi yalnizca hormonal dengesizliklerle sinirl egildir; ayni zamanda
hiperandrojenizm, metabolik disfonksiyon ve kronik diisiik dereceli inflamasyonun
birlesimi ile karakterizedir. Bu faktorler graniiloza hiicrelerinde oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuvar sinyal yollarinin aktivasyonu gibi siiregleri
tetikleyerek cesitli diizenlenmis hiicre 6liimii mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina yol
acabilir. Artmis graniiloza hiicre kaybi ise folikiiliin yapisal biitlinliigiinii bozarak folikiil
gelisiminin ilerlemesini engeller ve sonugta folikiiler atrezi ile oviilatuvar disfonksiyona
katkida bulunur (Berkel, 2024; Huang ve ark., 2024). Bu nedenle graniiloza hiicre
sagkaliminin korunmasi, PKOS’ta folikiil gelisiminin siirdiiriilebilmesi ve oosit

kalitesinin korunmasi agisindan kritik bir 6neme sahiptir.
2.9.Gasdermin Porlari ve NINJ1 Aracili Hiicre Zar1 Yirtilmasi
GSDM por olusumu piroptotik sismeyi baslatirken, plazma membraninin nihai yirtilmasi

NINJI'in aracilik ettigi, aktif olarak ilerleyen bir siirectir (Kayagaki ve ark., 2021).
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Bu figiir, BioRender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.

Sekil 2.2 A’da, GSDM porlarinin hiicre membraninda olusarak iyon ve su girigine neden
oldugu ve hiicrede 6demle sonuglandigir gosterilmektedir. Sekil 2.2. B’de ise NINJI
proteinlerinin membran yirtilmasini tetikleyerek hiicre igeriginin disar1 salinmasina yol
actigr gosterilmektedir. Bu stirecler, inflamatuar litik hiicre oliimiiniin molekiiler

mekanizmalarini gorsellestirmektedir.

NINJI ilk olarak sinir hasari ile iligkili siirecler kapsaminda tanimlanmis kiigiik bir
transmembran protein olup, istirahat halindeki hiicrelerde otoinhibisyon 6zelligi gdsteren
dimerik yapilar halinde bulundugu bildirilmektedir (Broz, 2025). GSDM kaynakl
ozmotik hiicre sismesinin ardindan, bilinmeyen bir sinyal N/NJ!'in hiicre dis1 sarmalinda
konformasyonel bir degisimi tetikleyerek N/NJI'in biiyiik filamentli yapilara doniiserek
kompleks olusturmasima sebep olur (Broz, 2025). Kriyo-EM (Kriyo-Elektron
Mikroskobu) calismalari, NINJI oligomerlerinin membran kenarlarina stabil bigimde
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yerlesebilen ve “cit benzeri” yapilar olusturan amfipatik filamentler meydana getirdigini
ortaya koymustur (Borges ve ark., 2022). NINJ1 yapilar1 ya genisleyerek biiyiik porlar
olusturmakta ya da membran pargalarini vezikiil olusturan disklere sikistirarak hiicre zar1
yirtilmasina ve sonug olarak ciddi hiicresel hasara yol agmaktadir (Borges ve ark., 2022).
Piroptotik hiicre zar1 parcalanmasi tamamen ozmotik bir patlama degil, NINJI
filamentasyonu tarafindan yonlendirilen diizenlenmis bir mekanizmadir. Bunu
destekleyecek sekilde, NINJI'den yoksun hiicreler yine de inflamasom aktivasyonu ve
GSDM por olusumuna ugrarlar, propidyum iyodiir gibi kii¢iik boyalara gecirgen hale
gelirler ancak LDH veya diger biiyiik sitozolik enzimleri hiicre disina salmazlar (Broz,
2025). Dolayisiyla, NINJI olmadan piroptotik hiicreler siser ve metabolik biitiinliiklerini
kaybederler ancak membran biitiinliigiinii koruduklarindan lizis olusumu goézlenmez
(Broz, 2025). Ozellikle, NINJI araciligiyla gerceklesen hiicre zar1 parcalanmasi; nekroz
ve apoptoz sonrast lizis gibi diger litik hiicre dliimlerinin son asamasini kontrol eder
(Borges ve ark., 2022; Zhu ve Xu, 2025). NINJ!'in inhibisyonu veya yoklugu hiicre zar1
parcalanmasini geciktirir ve inflamatuar yayilimi sinirlandirir; bu da NINJI'in piroptozun

litik sonucunun temel "infazcis1" oldugunu goésterir (Zhu ve Xu, 2025; Broz, 2025).
2.9.1.NINJ1 Aracili Hiicre Zan Yirtilmasi1 Molekiiler Olarak Diizenlenmesi

NINJ1, litik hiicre 6liimii sirasinda plazma membraninin yirtilmasinda kritik bir rol oynayan
ve yakin zamanda tanimlanan transmembran bir adezyon molekiiliidiir (Kayagaki ve ark.,
2021; Zhu ve Xu ,2025). Ayrica apoptotik hiicre 6liimiiniin aksine membran biitiinligl
korunur, piroptoz ve diger litik hiicre 6liimii mekanizmalar1 plazma membrani yirtilmast ile
sonuglanir; bu siireg, hiicre i¢i proinflamatuar molekiillerin, 6zellikle de DAMP’ lerin hiicre
disina salinmasina yol agan bir hiicre 6liim mekanizmasidir (Dondelinger ve ark., 2023).
NINJ1, Kayagaki ve ark. (2021) tarafindan bu son yirtilma adiminin ana diizenleyicisi
olarak tanimlanmistir. Piroptotik veya nekrotik uyaranlara maruz kalan NINJI™~
makrofajlarda, hiicre membrani tamamen yirtitlmamis, bunun yerine siserek siskin ¢ikintilar
olusturmus ve hiicre disina ¢cok daha az DAMP salmistir (Kayagaki ve ark., 2021). Bu
nedenle, NINJI aracili plazma membran yirtilmasi, pasif ozmotik lizis yerine aktif,
diizenlenmis bir olaydir ve GSDM por olusumunun ardindan yeni bir diizenleyici kontrol
mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar (Degen ve ark., 2023). NINJI, plazma membraninin tam
parcalanmasini saglayarak hiicre Oliimiiniin inflamatuar etkilerini artirir ve bdylece
bagisiklik yanit1 ile hastalik patogenezi iizerinde 6nemli sonuglar dogurur (Zhu ve Xu,

2025). Dolayisiyla, NINJ1'in kontrolsiiz inflamasyonu sinirlamadaki potansiyel roliiniin
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anlasilmasi, piroptoz kaynakli iireme bozukluklarin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni bir

terapotik hedef sunabilecektir.
2.9.2.NINJ1'in Yapisal Temeli ve Aktivasyon Mekanizmalari

Yapisal olarak, insan NINJI proteini, ekstraseliiler N- ve C-terminal alanlariyla ¢evrili iki
transmembran a-heliksine sahip kii¢iik bir membran proteinidir. Yiiksek ¢oziniirliikli
mikroskobik incelemeler, NINJI'in hiicre 6liimii sirasinda inert (reaksiyona girmeyen) bir
monomerden aktif bir oligomere nasil doniistiigiinii agikliga kavusturmustur (Zhu ve Xu,
2025). Saglikli hiicrelerde, NINJI esas olarak otoinhibe bir dimer olarak bulunur;
kriyoelektron mikroskopi, hidrofilik membrana bakan ylizeyin ii¢ diiz sarmal tarafindan
izole edildigi, inaktif, yiiz yiize bir homodimer varligin1 ortaya koymustur (Pourmal ve
ark., 2025). Bu konfigiirasyon, hiicre zar1 yirtilma ylizeyini gizleyerek ve baskilayarak
istenmeyen membran yirtilmasini onler. Litik 6liim sinyali {izerine, bu dimer ayrisir;
korunan TM1 (Transmembran bolge 1) sarmali belirgin bir biikiilme gegirir, hidrofilik
ylizeyi aciga ¢ikarir ve daha ileri diizey komplekslesmeyi miimkiin kilar (Degen ve ark.,
2023; David ve ark., 2024; Sahoo ve ark., 2025). Mutasyonla hiicre 6liim mekanizmasiyla
NINJI dimerlerinin destabilize edilmesi, spontan TM1 biikiilmesine ve kontrolsiiz plazma
membran yirtilmasi ile hiicre 6liimiine neden olurken, dimeri stabilize eden mutasyonlar
NINJI aktivitesini bloke eder (Pourmal ve ark., 2025). Bu nedenle, NINJ1 aktivasyonu,
plazma membrani yirtilmasinin yalnizca uygun kosullar altinda ger¢ceklesmesini saglayan
iki asamal1 bir modelle aciklanmaktadir. Oncelikle, otoinhibitér durumun ¢oziilmesinin
ardindan konformasyonel yeniden diizenlenme, ayrisma ve biikiilme meydana gelir; bunu
NINJ1’in polimerizasyonu veya oligomerizasyonu takip eder. Siiper c¢oziiniirlikli
goriintiileme ve kriyoelektron mikroskopi, aktif NINJ1’in oligomerik mimarisini ortaya
koyarken, aktivasyon sonrast monomerler hiicre yilizeyinde dogrusal ve amfipatik
filament benzeri yapilarda organize olmaktadir (Borges ve ark., 2022; Zhu ve Xu, 2025).
Bu filamentlerin lipidlerle etkilesime giren bir hidrofobik yiizii ve agikta kalan bir
hidrofilik yiizii vardir; bu da onlarin membran kenarlarin1 sarmasina, lipid parcalarini

¢Ozmesine veya por olusumunu miimkiin kilmasina olanak tanir (Degen ve ark., 2023).

Piroptotik makrofajlarda, NINJI, inflamasyon aktivasyonundan sonra dakikalar i¢inde
hizla dimerler ve trimerler olusturur ve kisa bir siire sonra megadalton Slgegindeki
polimerler dallanmis kiimeler ve uzun filamentler halinde disar1 dogru uzanir (Degen ve

ark., 2023). Bu filamentler, plazma zarini ¢evreler ve sikistirir, etkili bir sekilde parcalara
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ayirir ve tamamen yirtilmasina sebep olur. Ozellikle, rekombinant NINJI tek basina
yapay lipozomlar1 ¢6zebilir ve halka benzeri yapilar olusturabilir; bu da NINJI'in
membranlar aktif olarak parcalara ayirdigi bir modeli desteklemektedir (Zhu ve Xu,
2025). Ozetle, NINJ1'in a-sarmallariin benzersiz kendi kendine birlesme ve membrana
baglanma oOzellikleri, serbest birakildiktan sonra membran yirtilmasini gergeklestirme

yeteneginin temelini olugturmaktadir.
2.9.3.NINJ1 Aracil Hiicre Zar Parcalanmasinin Aktivasyon Tetikleyicileri

NINJI'in inaktif bir dimerden aktif bir multimere gecisi, hiicre stres sinyalleriyle yakindan
baglantilidir. Klasik piroptozda, inflamozom aktivasyonu, NT parcalar1 plazma zarinda
porlar olusturan GSDMD’nin ¢esitli kaspazlar tarafindan kesilip aktiflesmesine sebep
olur (Kayagaki ve ark., 2021). Onemli olarak, NINJI polimerizasyonu ve plazma
membran yirtilmasi, GSDM proteinlerinin  aktifleserek hiicre zarinda porlar
olusturmasinin ardindan gerceklesir. Zamana bagli analizler, NINJI dimerleri ve
trimerleri yalnizca GSDMD tamamen por olusturmak i¢in oligomerize olduktan sonra
ortaya ¢ikar ve LDH salinimi, hiicre zar1 yirtilmasinin bir gostergesi olarak NINJI
oligomerizasyonu ile ayn1 zamana denk gelir (Degen ve ark., 2023). GSDM aracil1 por

olusumu tam lizis i¢in gereklidir ancak yeterli degildir (Kayagaki ve ark., 2021).

Diger litik hiicre o6lim sekilleri de benzer sekilde son asamada NINJI'e baghdir.
PANoptozda (birlesik bir piroptoz/apoptoz/nekroptoz hiicre o6liim mekanizmasi),
ferroptoz ve nekroptozda oldugu gibi, hiicre sismesi veya oksidatif membran hasari
gerilimi artirir ve NINJI oligomerlesmesini tetikler. Ornegin, Dondelinger ve ark. (2023)
basit hipotonik sokun (hiicre sismesine neden olan) vahsi tip (WT) hiicrelerde NINJI’in
oligomerizasyonunun, plazma membraninin yirtilmasini indiiklemek icin tek basina
yeterli oldugu; buna karsin bu etkinin NINJI ekspresyonu bulunmayan hiicrelerde
gozlenmedigi gosterilmistir.Benzer sekilde, hiicreye kalsiyum girisi giiclii bir NINJI
aktivatoriidir: BAPTA-AM [BAPTA(1,2-bis(o-aminofenoksietan)-N, N, N’, N’-
tetraasetik asit) asetoksimetil ester] hiicre igine girer, hiicre i¢ci Ca**’yi baglar, PANoptoz
sirasinda NINJI oligomerizasyonunu neredeyse tamamen ortadan kaldirir ve membranlari
stabilize eder (Zhou ve ark., 2025). Bu bulgular, hiicre hacmi veya sitoplazmik Ca**
diizeylerindeki degisikliklerin, por olusumunun ortak alt etkileri olarak islev gordiiglini
ve NINJI’in otoinhibisyonunu hafifletmek icin yakin tetikleyiciler rolii oynayabilecegini

diistindiirmektedir.
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2.9.4.NINJ1 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Akut aktivasyonun 6tesinde, NINJI seviyeleri, ¢esitli fizyolojik ve patolojik ortamlarda hiicre
6liim mekanizmalarina bagli transkripsiyonel programlar tarafindan da diizenlenebilir. NINJI
ilk olarak sinir hasar1 kaynakl1 bir gen olarak tanimlanmistir; akson hasari, néronlarda ve
Schwann hiicrelerinde NINJI gen ekspresyonunu artirir ve burada akson biiyiimesini tesvik
eder (Zhu ve Xu, 2025). Merkezi sinir sisteminde ve diger dokularda, NINJI ekspresyonu tipik
olarak diisiiktiir, ancak yaralanma veya inflamasyona yanit olarak 6énemli dl¢iide artis gosterir

(Araki ve ark., 1997; Kayagaki ve ark., 2021).

Pro-inflamatuar sinyallerin NINJ! transkripsiyonunu indiikledigi goriilmektedir (Kayagaki ve
ark., 2021; Bergsbaken ve ark., 2009). TNFo (Tiim6r Nekroz Faktorii-alfa) uyarimi, NINJ1
promotdriinde c-Jun (Jun proto-onkogeni) tarafindan kodlanan ve AP-1 (Aktivator Protein-1)
kompleksinin bir bileseni olarak gen transkripsiyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktorii
olan AP-1 ve c-Jun'un baglanmasina ve gii¢lii bir NINJI gen ekspresyonu artigina yol agarak
hiicre 6liim mekanizmasini tetikler. Meme kanseri hiicrelerinde yapilan ChIP (Hsc70 ile
etkilesen proteinin karboksil ucu) deneyleri, TNFa'nin c-Jun'un NINJI promotoriine
baglanmasini indiikledigini ve NINJI mRNA'sin1 (Mesajc1 Riboniikleik Asit) artirdigini, c-
Jun'un baskilanmasinin ise bu etkiyi ortadan kaldirdigini ortaya koymustur (Qiao ve ark.,
2016). Bu durum, TNFo/AP-1-NINJ1 eksenini, muhtemelen diger inflamatuar hiicrelerde de

calisarak sitokin sinyalini membran yirtilma mekanizmasina baglar.

Timor baskilayici pS3 (Tiimor Proteini p53) de NINJI ekspresyonunu etkiler (Levine ve
Kroemer, 2008). Genotoksik stres modellerinde, p53 aktivasyonu bir geri bildirim dongiisii
icinde NINJI transkripsiyonunu yonlendirirken, DNA hasar1 p53'ii uyarir ve bu protein de
NINJI promotoriine baglanarak bu genin transkripsiyonunu artirir (Kang ve ark., 2020).
Tersine, NINJI eksikligi p53 seviyelerini yiikseltebilir; muhtemelen p53 mRNA
transkripsiyonunu modiile ederek artirir (Kang ve ark., 2020). Bu nedenle, pS3—NINJI ¢apraz
etkilesimi, onkojenik veya stres kosullari altinda hiicre 6liim kararlarini koordine edebilir ve
hiicre yapismasi, yaslanma ve hiicre 6liimii mekanizmalari etkileyebilir. NINJI'1 diizenledigi
bildirilen diger transkripsiyon faktérleri arasinda, belirli uyaranlar altinda STAT (Sinyal Iletici
ve Transkripsiyon Aktivatorii) proteinleri ve ELK1 (ETS domeni iceren Elk-1 proteini)

bulunur, ancak ayrintilar hala arastirma asamasindadir (Zhou ve ark., 2025).

NINJI ekspresyonu yalnizca transkripsiyonel diizeyde degil, ayni zamanda post-

transkripsiyonel ve post-translasyonel mekanizmalarla da diizenlenebilir. Ozellikle

20



makrofajlarda NINJI proteininin hiicre yiizeyinde proteolitik olarak islenebildigi
gosterilmistir. Bu siiregte MMP-9 (Matriks Metalloproteinaz-9) tarafindan gerceklestirilen
proteolitik kesim sonucunda NINJI’in NT bolgesinden tiireyen kiigiik bir peptid fragmani
aciga ¢ikar (Kayagaki ve ark., 2021). Salinan bu NT fragmannin kemotaktik aktiviteye sahip
oldugu ve bagisiklik hiicrelerinin inflamasyon bdlgesine yonlendirilmesine katkida
bulunabilecegi bildirilmistir. Bu durum, N/NJI’in yalnizca hiicre adezyonu ve membran
biitiinliigi 1ile iliskili bir protein olmadigini, aym1 zamanda inflamatuar yanitin
diizenlenmesinde parakrin sinyaller olusturabilen bir molekiil olarak da islev gorebilecegini
gostermektedir (Araki ve ark., 1997; Iwata ve ark., 2010). Sonug olarak, NINJI ekspresyonu
dinamiktir ve inflamatuar sitokinler, biiylime sinyalleri ve stres hiicre 6liim mekanizmalari
tarafindan tetiklenebilir. Bu durum, gerektiginde membran yirtilmasim saglamak i¢in yeterli
NINJI proteininin mevcut olmasini saglarken, gereksiz lizisi 6nlemek i¢in ise homeostaz
kosullarinda bu genin ekspresyonunun diisiik diizeyde kalmasini saglar (Kayagaki ve ark.,

2021; Araki ve ark., 1997).
2.10. Nigerisin

Nigerisin, Streptomyces hygroscopicus bakterisinden elde edilen ve potasyum iyonlarini
membranlar arasinda hidrojen iyonlari ile degistirerek iyonofor gorevi goren, hiicre zarindan
gecisi kolaylastiran antibiyotik 6zellikte bir molekiildiir (Munoz-Planillo ve ark., 2013;
Evavold ve ark., 2018).
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Sekil 2.3. Nigerisin'in etki mekanizmasi.
Bu figiir, BioRender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.

Bu sematik gosterim, nigerisin'in hiicre membraninda iyon kanali olusturmasi sonucu
hiicre i¢i potasyum azalmasinin NLRP3 inflamazom aktivasyonunu tetikledigini, bunun
da GSDMD’nin aktivasyonuyla hiicre membraninda porlar acarak inflamatuar hiicre
6limii olan piroptozun gergeklesmesine yol agtigini Sekil 2.3. gdstermektedir. Piroptoz,

inflamasyonla birlikte doku hasarina ve immiin yanitin tetiklenmesine neden olur.

Nigerisin, secici bir iyon tastyici (iyonofor) olarak caligir. Hiicre zarindaki gradyani kullanarak
potasyum iyonlarini hidrojen iyonlari ile takas eder. Hiicre biyolojisinde nigerisin, NLRP3
inflamazomunu aktive etmek i¢in yaygin olarak kullanilir (Mufioz-Planillo ve ark., 2013; Grol3
ve ark., 2016). NLRP3 i¢in kanonik ikinci sinyallerden biri olan K* disa akimin tetikleyerek
hizl1 bir kaspaz-1 aktivasyonuna ve piroptozun tetiklenmesine neden olur (Munoz-Planillo ve
ark., 2013; GroB ve ark., 2016). Deneysel uygulamalarda, hiicreler (6rnegin makrofajlar veya
grantiloza hiicreleri) genellikle pro-IL-13/NLRP3'ii indiiklemek i¢in LPS (Lipopolysakkarit)
ile uyarilir ve ardindan tam inflamazom aktivasyonunu tetiklemek i¢in bu hiicrelerin

bulundugu ortama nigerisin eklenir. Nigerisin kaynakli piroptoz gii¢liidiir; hiicrelerde
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GSDMD porlan gelisir, hiicreler siser ve dakikalar iginde NINJI'e bagh yirtilma meydana gelir
(Mufioz-Planillo ve ark., 2013). Ozellikle, temel inflamatuvar bilesenlerinden yoksun baz
hiicre tipleri farkli tepki verebilir; 6rnegin, bazi keratinositler nigerisine yanit olarak alternatif
bir litik hiicre 6liimiine ugrayabilir (Mi ve ark., 2025). Ancak, inflamazom ile uyumlu
hiicrelerde nigerisinin piroptotik hiicre 6liimiinii tutarli bir sekilde indiikledigi gdsterilmistir
(Munoz-Planillo ve ark., 2013; Mariathasan ve ark., 2006). GSDMD olusumu i¢in gerekli olan
inflamazom aktivasyonu nigerisin tarafindan giiglii sekilde tetiklenir ve bu siire¢ piroptoz ile
sonuglanir. Bu nedenle, graniiloza hiicreleri gibi inflamatuvar yanit verebilen hiicrelerde
nigerisinin inflamazom aktivasyonunu ve piroptotik hiicre 6liimiinii indiiklemesi beklenir;
dolayisiyla nigerisin, graniiloza hiicreleri 6liim mekanizmalarinin incelenmesinde deneysel
olarak yararli bir model ajan olarak kullanilmaktadir (Evavold ve ark., 2018; Kayagaki ve ark.,
2021).

2.11. Glisin

Glisin, memeli hiicrelerinde metabolit ve norotransmitter olarak yaygin olarak bulunan
en basit amino asittir (Wu, 2009). Metabolik rollerinin yani sira, glisin uzun zamandir
hiicreleri 6liimciil hasarlardan koruma yetenegiyle de bilinmektedir. 30 yildan uzun bir
slire once yapilan ¢aligmalar, hiicre dis1 glisinin milimolar konsantrasyonlarda hipoksi
veya toksin kaynakli hiicre zar1 yirtilmasint 6nleyebilecegini bulmustur (Borges ve ark.,
2022). Glisin kaynakli sitoprotektif etki olarak da adlandirilan bu durum, ¢esitli dokularda
(bobrek, karaciger, kalp vb.) ve deneysel lizis modellerinde gézlemlenmistir (Weinberg
ve ark., 1987; Dong ve ark., 2001). Daha da 6nemlisi, glisin birincil hasar1 (6rnegin,
oksidatif stres veya kaspaz aktivasyonu) engellemez, ancak zar bozulmasina yol agan son
ortak hiicre 6liim mekanizmasini bloke eder (Borges ve ark., 2022). Piroptoz baglaminda,
glisinin IL-1PB salgilanmasini etkilemeden LDH salimimimi azalttigt yillar Once
bildirilmisti (DiPeso ve ark., 2017). Bu durum da glisin’in inflamazom aktivasyonundan
ziyade membran lizisini engelleyebilecegine isaret etmektedir. Glisin’in kesin molekiiler
hedefi, yakin tarihli ¢alismalara kadar belirsizligini korumustur. Ancak giincel bulgular
glisinin sitoproteksiyonunun litik O6liim sirasinda hiicre membran biitiinligiliniin
diizenlenmesiyle iligkili oldugunu agikca ortaya koymaktadir (Wang ve ark., 2020).
Glisin, amino asit tasiyicilari araciligryla hiicre membranlarina niifuz edebilen kii¢tik bir
zwitterion’dur (ylik tagiyan, ancak toplamda net yiikii sifir olan molekiildiir); bu nedenle,
etkisi basit¢e ozmotik degildir (Miller ve Schnellmann, 1993). Mevcut anlay1s, glisinin

hiicre zar1 par¢alanmas1 mekanizmasina yani N/INJ! filamentlerinin olusumuna miidahale
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ederek, geride bulunan Oliim sinyalleri aktif oldugunda bile hiicre biitiinligiini
korudugudur (Borges ve ark., 2022). Daha da dnemlisi, glisin uygulamasinin kendisi,
inflamazom olusumunu veya GSDM por olusumunu degistirmez; bunun yerine, 6zellikle
terminal hiicre zar1 yirtilma adimini engeller (Borges ve ark., 2022). Bu da tam hiicre
lizisine gerek kalmadan potansiyel olarak yararli sitokin sinyallemesinin devam etmesine
olanak tanir; 6rnegin, GSDM porlar1 araciligryla IL-1f salimimini bu durumda devam

edebilir.

Son caligmalar bu mekanizmay1 aydinlatmustir; glisin, NINJI'in
kiimelenmesini/oligomerlesmesini baglar veya baska bir sekilde engeller, bdylece
hiicrelerde litik 6limii tetiklendiginde plazma zarinin biitiinliiglinii korunur (Borges ve
ark., 2022). Baska bir deyisle, glisin, geride bulunan o6lim sinyallerini (&rn.
inflamazomlar, kaspazlar, lipid peroksidasyonu) bloke etmez; ancak, son zar yirtilma
adimmi engeller. Ornegin, NLRP3 aracili piroptoza (LPS + nigerisin) ugrayan
makrofajlarda, glisin eklenmesi, LDH salinimini ve hiicre lizisini tamamen Onlemistir
(Borges ve ark., 2022). Glisin uygulanan hiicreler, hala kaspaz-1'1 aktive ediyor ve
GSDMD'yi parcaliyor ve IL-1p saliyor olabilirler; ancak, membran biitiinliigii ve ATP
salimmmi bu hiicrelerde korunur. Bu, glisinin kii¢ciik porlarin (6rn. GSDM porlari)
olusumunun sonrasinda etki ettigini ve NINJI oligomerlesmesini engelleyerek hiicre zar1

parcalanmasini baskiladigin1 gostermektedir (Borges ve ark., 2022).

Mevcut bulgular, glisinin koruyucu etkisinin sabit bir siireyle sinirli olmadigini; aksine
hiicre tipi, maruz kalinan inflamatuvar uyaranin niteligi ve deneysel kosullara bagl olarak

degiskenlik gdsterdigini diisiindiirmektedir.

In vitro galigmalar, glisinin hiicre zar1 biitiinliigiinii dakikalar ile birka¢ saat arasinda
koruyabildigini ortaya koymakla birlikte, inflamatuvar sinyallemenin devam ettigi
durumlarda bu etkinin zamanla azaldigin1 gostermektedir (Wheeler ve ark., 1999).
Nitekim inflammazom aktivitesinin silirdiigii kosullarda, gecikmeli de olsa hiicre zar
biitiinliigliniin kaybinin kacimilmaz oldugu bildirilmektedir (Borges ve ark., 2022;
Evavold ve Kagan, 2018).

Ote yandan, glisinin sitoprotektif etkisinin geri doniisiimlii nitelikte oldugu ve hiicresel
stresin ortadan kalkmasiyla birlikte daha belirgin hale geldigi ifade edilmektedir. Bu
etkinin biiyiik Ol¢lide membran stabilizasyonunun saglanmasi ve iyon dengesinin

korunmasi ile iliskili oldugu, ancak dogrudan inflammazom aktivitesini baskilamadigi
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vurgulanmaktadir. Bu g¢ercevede glisin, piroptotik hiicre oliimiinii tamamen ortadan
kaldiran bir ajan olmaktan ziyade, hiicre hasarini geciktiren ve inflamatuvar yanitin
siddetini sinirlayan bir diizenleyici olarak degerlendirilmektedir (Wheeler ve ark., 1999;

Borges ve ark., 2022).
2.12. Glisin, NINJ1 Aracili Membran Yirtilmasin1 Engeller

Borges ve arkadaslar1 (2022) tarafindan yapilan ¢i1gir acici bir ¢alisma, glisinin piroptoz
sonrasindaki sitoproteksiyon mekanizmasimi agikliga kavusturmustur. Glisinin, dnceki
molekiiler olaylardan/siireclerden ziyade, nihai hiicre zar1 yirtilmasi aracisi olan NINJI’e
etki ettigini gostermislerdir (Borges ve ark., 2022). Bu calismada, inflamazom
aktivasyonu geciren makrofajlara glisin eklenmesinin kaspaz-1 aktivitesi veya GSDMD
por olusumu tizerinde higbir etkisi olmamistir; ancak, LDH salinim ile Slgiilen hiicre

lizisini (hiicre zar1 par¢alanmasini) 6nemli dlgiide azaltmistir (Broz, 2025).

NINJI'in genetik olarak silinmesi (NINJI-KO; NINJI-knockout) ayn1 fenotipi iiretmistir;
hiicreler hala GSDMD porlar1 olusturmus ve kiiciik boyalara gecirgen héle gelmistir;
ancak, bu hiicrelerde hiicre lizisine bagli LDH salinimi meydana gelmemistir (Borges ve
ark., 2022; Broz, 2025). Bu ¢alisma, NINJI'in glisinin hedefi oldugunu giiclii bir sekilde
ortaya koymustur. Daha ileri goriintiilemeler, normalde NINJ!'in ge¢ piroptoz sirasinda
plazma membraninda biiyiik noktalar ve filamentler halinde kiimelendigini gostermistir;
glisin uygulamasinin ise bu NINJI kiimelerinin olusmasini engelledigi gdzlenmistir
(Borges ve ark., 2022). Glisin ile NINJ1 arasindaki dogrudan biyokimyasal etkilesim
heniiz tam olarak aydinlatilamamis olsa da, glisinin NINJ1’e baglanarak ya da hiicre
zarinin fiziksel oOzelliklerini degistirerek bu proteini islevsel olarak baskiladig
diisiiniilmektedir. Bu etki sonucunda NINJ1 inaktif bir durumda tutulur. Dolayisiyla glisin
uygulanan hiicrelerde ozmotik sisme gozlense de hiicre zari biitiinligli korunur ve

piroptozun litik fazi ilerleyemez (Broz, 2025).

Bu baglamda glisinin etkisi, inflamazom aracili sinyallerden bagimsiz olarak hiicre zar1
yirtilmasini engellemeye yoneliktir. Glisin varliginda, IL-1pB gibi kiigiik molekiillii
sitokinler gasdermin porlar1 aracilifiyla hiicre disina salinabilirken, biiyiikk boyutlu
DAMP’ler ve sitozolik enzimlerin salimimi gerceklesmez. Sonug¢ olarak hiicreler
fonksiyonel olarak canli olmasalar bile lizis meydana gelmez. Bu durum, doku
biitlinliiglinlin korunmasina katki saglarken inflamatuvar hasarin da sinirlanmasina

yardimc1 olur (Borges ve ark., 2022).
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2.13. Graniiloza Hiicrelerinde Glisinin Onerilen Sitoprotektif Rolii

Glisinin, NINJ1’i inhibe ederek hiicreleri piroptotik lizise karsi koruyabilecegi One
stiriilen bir mekanizma olarak dikkat ¢cekmektedir. Piroptozun klasik uyaricilar1 olan LPS
veya nigerisin ile uyarilan hiicrelerde, NLRP3 inflamazomu aktive olmakta; bunu takiben
kaspaz-1 aktivasyonu ve GSDMD basta olmak iizere GSDM ailesi proteinlerinin por
olusturucu aktivitesi gergeklesmektedir (Vajjhala ve ark., 2012).

GSDM porlariin olusumu ile birlikte hiicre i¢ine su girisi artmakta ve hiicrelerde ozmotik
sisme meydana gelmektedir. Bu siirecin ilerleyen asamasinda, plazma membrani yirtilmasi
genellikle NINJ1 araciligiyla gerceklesmektedir. Ancak, hiicre dis1 ortama eklenen
ekzojen glisinin, NINJ1 oligomerizasyonunu inhibe ederek bu son asamayi kismen
baskilayabildigi bildirilmektedir (Borges ve ark., 2022; Broz, 2025). Bu durumda,
inflamazom aktivasyonu ve GSDM aracili por olusumu devam etmesine ragmen, hiicre
zar1 yirtilmast geciktirilebilmekte veya simirlandirilabilmektedir. Bdylece hiicreler
fonksiyonel olarak kayip yasamis olsalar dahi, belirli bir siire boyunca yapisal
biitiinliiklerini koruyabilmektedir. Bu mekanizmanin fonksiyonel bir sonucu olarak, glisin
uygulanan hiicrelerde kontrol gruplarina kiyasla daha diisiik LDH salinimi ve daha iyi
korunmus membran biitiinligii gézlenmesi beklenmektedir. Buna karsin, IL-1p ve IL-18
gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimi GSDM porlar1 araciligiyla devam edebilmekte;
bu durum hiicre lizisi gerceklesmeden simnirli bir immiin sinyal iletimine olanak

tanimaktadir (Borges ve ark., 2022).
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Sekil 2.4. Glisinin graniiloza hiicreleri tizerindeki sitoprotektif etkisi.

Bu figiir, BioRender uygulamasi kullanilarak ¢izilmistir.
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Sekil 2.4 A’da glisin uygulanan hiicrelerde, ¢esitli uyaranlara ragmen zar biitlinliigliniin
korundugu ve hiicre dis1 ortama diisiik diizeyde LDH salinimi oldugu goriilmektedir.
Sekil 2.4 B’de glisin uygulanmamis kontrol grubunda ise oksidatif stres, toksinler ve
enflamasyon gibi uyaranlar neticesinde hiicre zarinda yirtiklar olugmakta; bu durum
hiicresel igerigin disar1 sizmasina ve yiiksek diizeyde LDH salinimina yol agarak litik

hiicre 6limiina karakterize etmektedir.

Yumurtalik baglaminda, graniiloza hiicrelerinde membran/hiicre zar1 biitiinliigliniin
korunmasinin bir¢ok klinik faydasi olabilir. ilk olarak, membran biitiinliigiinii koruyan
graniiloza hiicreleri, metabolik aktivitelerini kaybetmis olsalar dahi folikiiler mimarinin
stirdiiriilmesine katkida bulunabilir ve bdylece folikiil biitiinliigiiniin ani yapisal ¢okiisiinii
geciktirebilir. Ikinci olarak, hiicre igeriginin ekstraselliiler ortama kontrolsiiz bicimde
salinmasinin smirlandirilmasi, komsu folikiillerde inflamatuar yaniti tetikleyebilecek
DAMP’ler yayilimii azaltabilir. Dolayisiyla litik hiicre oliimii sirasinda plazma
membranin yirtilmasi, inflamatuar igeriklerin saliniminin temel belirleyicisidir (Kayagaki
ve ark., 2021). Nitekim, NINJI’in hiicre zar1 yirtilmasinin aktif bir aracisi oldugu
gosterilmis ve bu siirecin piroptoz, nekroz ve post-apoptotik lizis sirasinda inflamatuar
yanit1 sekillendirdigi ortaya konmustur (Kayagaki ve ark., 2021). Bunun yani sira, glisinin
hiicre sismesi ve membran permeabilizasyonu (hiicre zar1 gegirgenligini artigi) sirasinda
sitoprotektif etki gosterebildigi ve membran biitiinliigiinii gecici olarak stabilize
edebildigi uzun siiredir bilinmektedir (Weinberg ve ark., 1987). Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, glisinin, NINJI-aracili hiicre zar1 yirtilmasi kinetigini modiile
ederek graniiloza hiicrelerinde litik hiicre Oliimiinii ve inflamatuar yayilimi

sinirlayabilecegi diistiniilmektedir.

Graniiloza hiicreleri iizerinde bu baglamda dogrudan ¢alismalar heniliz mevcut olmasa da
glisinin NINJI oligomerlesmesi lizerindeki etki mekanizmasinin genelligi makrofajlarda,
fibroblastlarda, endotel hiicrelerinde vb. gosterilmistir; bu durum, bunun graniiloza

hiicreleri i¢in de gegerli olmasi gerektigini diisiindiirmektedir (Borges ve ark., 2022).
2.14. Prostaglandin E:

Prostaglandin E. (PGE-:), yumurtalik graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen biyolojik
olarak aktif bir lipid aracidir ve folikiiler biiylime, kiimiiliis genislemesi ile oviilasyon
stireglerindeki temel diizenleyici rolleri nedeniyle kapsamli bicimde karakterize edilmistir

(Richards ve ark., 2002). Insan graniiloza hiicre hatti KGN'de, PGE: iiretimi esas olarak;
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gonadotropin (Gonadlar1 uyaran hormon) uyarimi, oksidatif stres ve proinflamatuar
sitokinlere yanit olarak yukar1 regiile edilen siklooksijenazin indiiklenebilir izoformu olan
COX-2 (siklooksijenaz-2) tarafindan kontrol edilir (Shimada ve ark., 2006). COX-2,
aragidonik asidin prostaglandin H-’ye doniisiimiinde hiz sinirlayict basamag: katalizler;
olusan prostaglandin H: ise daha sonra PGE sentazlar araciligiyla PGE:’ye doniistiirtiliir
(Smith ve ark., 1996). COX-2/PGE: ekseninin bu indiiksiyonu, yumurtaliklardaki
endokrin ve immiin sinyal yolaklar1 arasindaki siki koordineli etkilesimi yansitan
periovulatuar (oviilasyon ¢evresi donemi) inflamatuar ortamin ayirt edici bir 6zelligidir
(Richards ve ark., 2002; Espey, 1994).Bu baglamda, COX-2/PGE-: ekseninin aktive
edilmesi, graniiloza hiicrelerinde inflamatuar yanitin ve programlanmis hiicre olimii
mekanizmalariin, 6zellikle piroptozun, periovulatuar inflamasyonun sekillenmesinde

onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Ortaya ¢ikan kanitlar, 6zellikle piroptoz olmak iizere, diizenlenmis inflamatuar hiicre
6limii bigimlerinin, stres veya hasar kosullar1 altinda graniiloza hiicrelerinden inflamatuar
medyatorlerin salimimini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Shi ve ark., 2017).
Piroptoz, inflamozom aktivasyonu ve kaspaz-1 parcalanmasiyla baslatilir ve plazma
zarinda GSDMD aracili por olusumuna, hizli hiicre sismesine ve nihayetinde lizise yol
acar (Bergsbaken ve ark., 2009; Shi ve ark., 2017). Bu siirecte, [L-1p gibi sitokinler, PGE-
gibi lipid aracilart ve DAMP'ler dahil olmak iizere sitoplazmik icerikler hiicre dis1 alana
salmabilir ve bdylece yerel inflamatuar sinyallesmeyi gili¢lendirebilir (Frank ve Vince,
2019). Graniiloza hiicre modellerinde, oksidatif veya inflamatuar stresi taklit eden
bozulmalarin COX-2 ekspresyonunu ve PGE: salinimimi artirdigi gosterilmistir; bu da
kismen geleneksel inflamatuar sinyallesmeye ek olarak piroptotik hiicre Oliimii

mekanizmalarinin aktivasyonunu yansitabilir.

Ozetle, graniiloza hiicrelerindeki PGE: seviyelerindeki degisiklikler ¢ok faktorliidiir ve
hem geleneksel inflamatuar aktivasyonun hem de potansiyel olarak piroptozla iligkili
membran bozulmasmin bir gostergesi olarak hizmet edebilir. inflamasyon sinyalinin
COX-2'ye baglh prostaglandin senteziyle nasil etkilesim kurdugunu anlamak,
inflamasyonun yumurtlama stireglerini ve folikiil kaderini nasil etkiledigine dair

mekanizmalar1 belirlemek i¢in dnemli olacaktir.
2.15. PKOS, Glisin Eksikligi ve Graniiloza Hiicresinin Yasam

PKOS hastalarinda yapilan metabolik ¢aligmalar, dolasimdaki glisin seviyelerinin
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anormal derecede diisiik oldugunu tekrar tekrar gostermistir (Menni ve ark., 2013).
Metabolomik profilleme ¢aligmalari, PKOS’ta kan (serum/plazma), folikiiler sivi, idrar
ve bazi ¢alismalarda graniiloza hiicreleri gibi 6rneklerde glisinin azaldigini, buna karsilik
birgok amino asidin seviyesinin arttigin1 gostermektedir (Ye ve ark., 2022). PKOS'ta
azalan glisin, insiilin direnciyle iliskilidir ve hatta gelecekteki diyabet riskini dngorebilir
(Ye ve ark., 2022). Glisin tiikenmesinin nedenleri belirsizdir; ancak PKOS'taki kronik
inflamasyon ve degismis hepatik metabolizma, glisin depolarinin tiikkenmesine yol
acabilir; ¢iinkii glisin, glukoneogenez ve glutatyon dongiisiinde kullanilir (Wu, 2009; Lu,
2013; Navarro ve ark., 2015). Daha da onemlisi, PKOS hastalarinda sistemik (kan
dolasimindaki) glisin daha diisiikse, yumurtalik graniiloza hiicreleri glisinin koruyucu

faydasindan mahrum kalabilir.

In vitro olarak, sitoproteksiyon saglamak i¢in normal plazma seviyelerinin ¢ok iizerinde
(milimolar) glisin takviyesi gereklidir. Bu nedenle, goreceli bir glisin eksikligi, PKOS
hastalariin yumurtaliklarinda endojen NINJ! inhibisyonunu sinirlayabilir. Glisinin litik
hiicre 6liimiinde membran stabilizasyonu sagladigr ve plazma hiicre zar1 yirtilmasin
azalttig1 yukarida da bahsedildigi gibi onceki caligmalarda gdsterilmistir (Weinberg ve
ark., 2016). NINJI’in ise inflamatuvar hiicre 6liimiinde plazma hiicre zar1 yirtilmasinin
aktif bir yiirlitiiciisii oldugu ortaya konmustur (Kayagaki ve ark., 2021). Bu baglamda,
diisiik glisin diizeylerinin, N/INJI tizerindeki fonksiyonel baskiy1 azaltarak piroptoz veya
ferroptoz tetiklendiginde (ya da nekroptoz disinda diger hiicre oliim sekilleri
uyarildiginda) graniiloza hiicrelerinin membranlarinin  yirtilmasima  yatkinligi
artirabilecegi hipotezi 6ne siiriilebilir (Evavold ve ark., 2018). Diger bir deyisle, diisiik
glisin seviyeleri, graniiloza hiicrelerinde NIN.JI-aracil1 hiicre zar1 par¢alanmasina kars1
hiicrelerin sensitivitesini arttirabilir ve de sonuc¢ olarak bu hiicrelerin litik olarak
oliimlerini tetikleyebilir. Bunu destekleyen bir bulgu olarak, PKOS'ta graniiloza hiicresi
oliimii, daha cok litik hiicre 6lim mekanizmalarini araciligi ile gergeklesiyor gibi
goriinmektedir. PKOS modeli farelerin yumurtaliklarinda, graniiloza hiicreleri diizgiin
apoptotik cisimler yerine yaygin zar yirtilmasi ve piroptotik kalintilar gostermektedir
(Shen ve ark., 2023; Amisi, 2022; Rashid ve ark., 2022; Li ve ark., 2023; Jiang ve ark.,
2025). Dolayisiyla bu hiicrelerin litik olarak o6ldiiklerini (hiicre zarlarinin yirtildigini)
gostermektedir (Shen ve ark., 2023; Amisi, 2022; Rashid ve ark., 2022; Li ve ark., 2023;
Jiang ve ark., 2025). PKOS'ta glisin uygulanmasinin etkililigine dair dogrudan bir kanit
bulunmamakla birlikte, bu bulgular potansiyel bir fayday1 diisiindiirmektedir. Teorik
olarak (hipotetik olarak), diyetteki glisin veya serin gibi onciiller aracilifiyla glisin
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seviyelerini yiikselterek graniiloza hiicre lizisini azaltmak miimkiin olabilir. Nitekim,
piroptoz modellerinde deneysel glisin uygulamasi, hiicre biitiinliiglinii koruyarak birden
fazla orgam1 koruyabilmektedir (Borges ve ark., 2022). Ozetle, PKOS hastalarinin
yumurtaliklarinda diisiik glisin ve yiiksek inflamasyon aktivitesinin kesisimi, bu
hastalikta litik graniiloza hiicresi Oliimiinii desteklemektedir. Sonug¢ olarak, glisin
takviyesi (ya da graniiloza hiicrelerinin maruz kaldig1 glisin konsantrasyonlarinin artisi)
bu etkilesimi yeniden dengeleyebilir. Ornegin, folikiiler sividaki  glisin
konsantrasyonlarinin artig1 (6rn. klinikte uygulanma ile arttirilmasi), PKOS hastalarinda
yumurtalik  graniiloza hiicrelerinin litik olarak Oliimiinii  baskilayict  (NINJI

oligomerlesmesini engelleyerek) bir etki yaratabilir.

PKOS'ta, yumurtalik graniiloza hiicreleri, ¢esitli hiicre 6liimii mekanizmalarini aktive
eden ¢oklu stres faktorlerine; yani hormonal, metabolik ve inflamatuar etkilere maruz
kalirlar (Azziz ve ark., 2016; Dumesic ve ark., 2015; Escobar-Morreale, 2018; Xiong ve
ark., 2011). Iyi bilinen bir hiicre &liim sekli olan apoptoza ek olarak hem piroptoz hem de
ferroptoz, PKOS'ta graniiloza hiicrelerinin kaybina o©nemli katkida bulunan
faktorler/hiicre 6ltim sekilleri olarak tanimlanmistir (Cai ve ark., 2022). Kritik olarak, bu
inflamatuar 6liim modlari, N/INJI-aracili membran yirtilmasiyla sonuglanabilir, hiicre i¢i
(intraselliiler) i¢erigin hiicre disina sizmasina ve yumurtalik inflamasyon siddetlenmesine
yol agabilir. Glisin, bu son hiicre zar1 yirtilma asamasini spesifik olarak hedef alan (NINJ!
oligomerlesmesini baskilayarak) bir sitoprotektan olarak ortaya ¢ikmistir (Borges ve ark.,
2022). Bu nedenle, glisin, hipotetik olarak, inflamasyon aktivasyonundan sonra bile
NINJI oligomerizasyonunu bloke ederek ve boylece hiicre lizisini 6nleyerek graniiloza

hiicrelerinin canliligini koruyabilir.

Bircok litik hiicre 6liimii mekanizmasinin paylastigir 6nemli bir molekiiler olay, yakin
zamanda transmembran protein NINJ! atfedilen plazma zarimin yirtilmasidir (Kayagaki
et al., 2021). NINJ!I'in piroptoz, ferroptoz ve diger inflamatuar diizenlenmis hiicre 6liimii
bigimlerinde (nekroptoz disinda) terminal hiicre zar1 yirtilmasini gerceklestirdigi
gosterilmistir; ancak, bu protein MLKL-bagimli nekroptozda gereksiz goriinmektedir. Bu
goriiniirdeki tutarsizlik, Noh ve ark. (2026) tarafindan yapilan ve SIGLEC12'yi 6zellikle
insan hiicrelerinin nekroptozunda plazma zar1 yirtilmasinin daha once bilinmeyen bir
aracist olarak tanimlayan yakin tarihli bir ¢alisma ile ¢oOziilmiistiir. Bu ¢alismada,
SIGLEC12min genetik olarak silinmesi, MLKL aracilifiyla ger¢eklesen nekroptotik

hiicre sismesini ve plazma membrani hasarini engellerken, organel membranlar1 veya
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piroptotik/ferroptotik lizis iizerinde bir etkisi gdzlenmemistir; bu bulgu, SIGLEC12'nin
nekroptotik hiicre 6liimii mekanizmasinda spesifik olarak plazma membrani diizeyinde
islev gordiigiinii gostermektedir (Noh ve ark., 2026). Bu bulgular, farkli litik hiicre 6limt
yontemlerinin, tek bir evrensel araci protein ile gerceklesmektense, nihai membran
parcalanmasini saglamak icin 6zel molekiiler mekanizmalar kullandigin1 (farkli hiicre zar
parcalayict proteinlerin farkli durumlarda fonksiyon iistlendigini) diisiindiirmektedir.
PKOS baglaminda, graniiloza hiicrelerinin kaybi1/6liimii, NINJI veya SIGLECI12 gibi
farkli plazma membranm yirtilma efektorlerini kullanan birden fazla diizenlenmis hiicre
olimii mekanizmasi tarafindan gerceklestirilebilir. Bu mekanizmalar, bir kismin1 telafi
ederek birlikte yumurtalik disfonksiyonuna katkida bulunabilirler, ancak her biri
digerinin yaptig1 her seyi yapamaz (Noh ve ark., 2026). PKOS patogenezinde graniiloza
hiicre kaybinin altinda yatan hiicre 6liimii mekanizmalarinin ve bu siirecte rol alan 6zgiil
membran yirtilma efektorlerinin daha iyi anlagilmasi, hastaligin molekiiler temellerini
aydinlatmak ve hedefe yoOnelik tedavi stratejileri gelistirmek agisindan kritik 6nem

tagimaktadir.

Bu calismada, glisin’in graniiloza hiicrelerinde nigerisin ile tetiklenen piroptoz sonrasi
gerceklesen NINJI-aracili hiicre zar1 parcalanmasina karst bir koruma saglayip
saglamadiginin ortaya konmasi amaglanmaktadir. Boylece, glisin’in, hem graniiloza
hiicre 6liimiinii azaltmadaki rolii hem de asir1 inflamasyonu baskilamaktaki potansiyelinin

belirlenmesi hedeflenmektedir.

Graniiloza hiicrelerinin piroptotik 6liimii PKOS gibi bir¢ok endokrin hastalikta
gozlemlenmektedir (Cai ve ark., 2022; Li ve ark., 2025; Xiang ve ark., 2023). Ornegin,
PKOS’ta yaygin bir sekilde kronik inflamasyon gézlemlenmektedir (Deng ve ark., 2024).
Bu kronik inflamasyon artisina, graniiloza hiicrelerinin NINJ1-aracili litik 6liimleri katki
sagliyor olabilir. Bu nedenlerle, graniiloza hiicrelerinin NINJ1-aracilt litik 6liimlerinin
engellenmesi PKOS gibi c¢esitli hastaliklarda gozlemlenen kronik inflamasyonu
engellenmeye yarayabilir. Bdylece, PKOS patogenezinde kritik rolii olan kronik
inflamasyonun baskilanmasi ya da ortadan kaldirilmasiyla PKOS’ta klinikte tedavinin
basaris1 arttirilabilir. Bu ¢aligmanin amaglarindan bir digeri de kronik inflamasyonun
gozlemlendigi ve de graniiloza hiicrelerinin piroptotik ve litik hiicre oliimiiniin katk1

sagladigit PKOS gibi hastaliklarin tedavisinde glisin’in potansitelinin test edilmesidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Arastirma Materyali

Derin dondurucu (VWR Symphony),
Buzdolabi1 (Vestel),

Calkalamali inkiibator (Labart Hassas
Terazi (Radwag),

Inkiibatér (Memmert),

Otoklav (Hirayama),

Otomatik pipetler (Eppendorf),

Ultra saf su cihazi (Minipure),
Santrifiij (Hettich Universal),

Steril laminar flow kabin (Thermo Fisher Scientific),
Multiskan GO, (Thermo Scientific)
3.2.Hiicre Kiiltiirii

Deneylerimizde, insan over graniiloza hiicre tiimdriinden derive edilmis olan KGN hiicre
hatt1 (Cellosaurus: CVCL_0375) kullanilmistir. Steroidojenik fonksiyonlarini koruma ve
FSH reseptorii eksprese etme 6zellikleriyle bilinen bu hiicreler, sertifikali bir tedarik¢iden
(Sigma-Aldrich) temin edilmistir. Stok hiicreler, uzun siireli koruma amaciyla iiretici

talimatlar1 dogrultusunda -80°C'de muhafaza edilmistir.
3.2.1.Medya ve Kiiltiir Parametreleri;
Hiicreler, asagida detaylar1 belirtilen tam besiyeri kullanilarak kiiltiire edilmistir:

Temel Medya: DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-
12, Gibco).

Serum: %10 Fetal Bovine Serum (FBS, Sigma-Aldrich).
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Hiicrelerin biiylimesi, 37,0°C sicaklikta ve %5 CO: i¢eren nemli bir inkiibator atmosferinde
saglanmistir. Deneylerin tekrarlanabilirligini ve hiicre fenotipinin korunmasini garanti altina
almak adina, sadece diisiik pasaj sayisina sahip (P3-P8 arasi) hiicreler kullanilmis; hiicreler
mikoplazma ve diger kontaminasyon risklerine kars1 diizenli olarak mikroskobik incelemeye

tabi tutulmustur.
3.2.2.Plaka Ekim’i ve Deney Oncesi Hazirhk

Hiicreler, deney protokoliine uygun olarak 6 kuyucuklu plakalara (6-well plates) her bir
kuyucukta yaklasik 3 * 10° hiicre bulunacak sekilde homojen bir yogunlukta ekilmistir.
Hiicrelerin ylizeye tam olarak yapismasi ve logaritmik biiyiime fazina ge¢mesi i¢in %90
yogunluk seviyesine ulagana dek bir gece boyunca (yaklasik 16-18 saat) inkiibe edilmistir.
Bu siirenin sonunda hiicreler, hedeflenen deneysel manipiilasyonlar i¢in hazir hale

gelmistir.
3.3.Reaktiflerin Hazirlanmasi

Koruyucu ajan olarak kullanilan Glisin, steril hiicre kiiltiirii sinifi saf su icerisinde
coziilerek 50 mM ana stok ¢ozeltisi seklinde hazirlandi. Deney gruplarinda, glisinin
membran stabilize edici ve sitoprotektif etkilerinden yararlanmak amaciyla literatiirle

uyumlu olacak sekilde 2 uM konsantrasyonda uygulama yapildi (Wheeler ve ark., 1999).

Nigerisin ve Inflamazom Indiiksiyonu; NLRP3 inflamazom aktivasyonunu ve piroptotik
stirecleri tetiklemek amaciyla bir potasyum iyonoforu olan Nigerisin kullanildi. Nigerisin,
susuz DMSO (dimetil siilfoksit) igerisinde ¢oziilerek 5 mM konsantrasyonda stoklandi ve
-20°C'de muhafaza edildi. Hiicrelere uygulama agamasinda, stok ¢6zelti ¢ozilindiiriilerek

2 uM konsantrasyonda uygulama yapildi (Broz ve Dixit, 2016).

Kontrol grubuna Nigerisin uygulanan kuyucuklardaki ile es deger hacimde DMSO ilave
edildi. Bu oran, hiicre canlilig1 izerinde toksik etkisi olmayan ve literatiirde standart kabul

edilen bir esik degerdir.
3.4.Deney Protokolii

Bu c¢alismada, Nigerisin kaynakli piroptotik strese maruz birakilan KGN hiicreleri
tizerinde glisinin sitoprotektif etkileri incelenmistir. Deneyler, 96 kuyucuklu plak
formatinda, her grup li¢ tekrarli (triplicate) olacak sekilde dort ana grup altinda deneysel

uygulama yapilmistir:
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Grup A (Kontrol): Sadece DMSO (¢6ziicii kontrolii).
Grup B (Glisin): Sadece Glisin uygulamasi (bazal etkilerin gdzlemi).
Grup C (Nigerisin): Sadece Nigerisin uygulamasi (piroptoz indiiksiyonu).

Grup D (Glisin + Nigerisin): Glisin 6n uygulamasi1 sonrasi Nigerisin maruziyeti

(koruyucu etkinin degerlendirilmesi).

Deneysel takvim ve uygulama sirasi, Nigerisin tetiklemeli NLRP3 inflamazom
aktivasyonu ve PGE2 salinimi iizerine kurulu yerlesik modellerden uyarlanmistir

(Evavold ve Kagan, 2019; Shi ve ark., 2015).
3.5.Uygulama Takvimi

1. Gilin: Hiicre ekimi KGN hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara ekilerek bir gecelik
inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin ylizeye tam yapismasi ve deneysel manipiilasyon i¢in

uygun konfluense ulagmasi saglandi.

2. Giin: Glisin 6n uygulamast ile belirlenen gruplara (Grup B ve D), hiicre zar1 stabilitesini
artirmak ve sitoproteksiyon saglamak amaciyla 2 pM final konsantrasyonda Glisin
eklendi. Bu 6n kosullandirma adimu ile glisinin, hiicre zar biitiinliigiinii koruma ve PGE2

salinimini baskilama potansiyeli test edildi.

3. Giin: Nigerisin indiiksiyonu ve drnek toplama yaklasik 23 saatlik glisin uygulamasinin
ardindan, ilgili gruplara (Grup C ve D) piroptozu indiiklemek amaciyla 2 uM
konsantrasyonda Nigerisin ilave edildi. Nigerisin uygulamasindan bir saat sonra, her bir
kuyucuktan alinan hiicre kiiltlirii siipernatantlar1 (medya) dikkatlice toplandi. Toplanan
bu 6rnekler, sitokin ve biyobelirte¢ stabilitesini korumak amaciyla ELISA analizlerine

kadar -20°C'de muhafaza edildi.

4. Giin: PGE:z ELISA Analizi Dondurulmus siipernatantlar oda sicakliginda ¢6ziildii ve
PGE: seviyeleri ELISA kiti (Cayman Chemical Human PGE: Express Kit) kullanilarak
analiz edildi. Ornekler, iireticinin protokoliine uygun olarak herhangi bir ek saflagtirma
islemi gerektirmeden dogrudan olgiildii. Coziilen siipernatantlar ELISA tamponu ile
uygun oranlarda seyreltildi ve paralel olarak ¢alisilan standart egri iizerinden degerlendirildi.
Plaka okuyucuda 450 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri kullanilarak, PGE:
konsantrasyonlar1 (pg/mL) hesaplanda.
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3.6.SDS-PAGE Jel Hazirlama

Protein ayrimi, denatiire edici sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) kullanilarak gerceklestirildi. Poliakrilamid ayirict jeller, dikey bir elektroforez
odasinda ara pargalarla birlestirilmis cam plakalar arasina, son akrilamid konsantrasyonu
%15 olacak sekilde elle dokiilerek, boyut bazli protein ayrimi i¢in uygun ¢apraz bagl bir
jel matrisi olusturuldu. Ayirict matrise girmeden once proteinleri yogunlastirmak igin
ayirict jelin lizerine %5'lik bir istifleme jeli tabakasi yerlestirildi. Jel c¢ozeltileri; %30
akrilamid/bis-akrilamid, Tris-HCI tamponu (ayirict jel i¢in 1,5 M; istifleme jeli i¢in 0,5
M), SDS, amonyum persiilfat (APS) ve TEMED'in deiyonize su ile karigtirilmasiyla
hazirlandi; polimerizasyonu baslatmak icin TEMED en son eklendi. Ayirict jel, diiz bir
ylizey saglamak i¢in izopropanol ile kaplandi ve jelin sertlesmesi i¢cin 20-30 dakika oda
sicakliginda birakildi. Sertlesince izopropanol alkol dokiildii ve istifleme jeli eklendi.
Numune kuyucuklarini olusturmak icin hemen taraklar yerlestirildi ve elektroforezden

once istifleme jelinin sertlesmesine izin verildi (~20-30 dakika).
3.6.1.Ornek Hazirlama ve Elektroforez Kosullar

Protein numuneleri; gliserol, bromofenol mavisi izleme boyasi, Tris-HCI, SDS ve
indirgeyici madde igeren esit hacimde SDS-PAGE yiikleme tamponu ile karistirildi,
ardindan 95 °C'de 5 dakika 1sitilarak denatiire edildi ve kisa bir santrifiij islemi uygulandi.
Numuneler, molekiiler agirlik belirtecleriyle birlikte jel kuyucuklarma yiiklendi.
Elektroforez, izleme boyasi ¢oziicii jelden yeterince gecene kadar sabit bir elektrik alani

altinda 1x c¢aligsma tamponunda (25 mM Tris, 200 mM glisin, %0,1 SDS) gerceklestirildi.
3.6.2.Elektroforez Sonrasi Gorsellestirme

Elektroforezden sonra, ayrilmig protein bantlarin1 gorsellestirmek i¢in jeller Coomassie
Brilliant Blue R-250 ile boyandi. Jeller metanol/asetik asit ¢ozeltisinde sabitlendi, birkag
saat boyand1 ve daha sonra net protein bantlari net bir arka plana kars1 goriinene kadar
etanol/asetik asit ¢ozeltisinde renk giderildi bu islem bantlar daha net goriinene kadar

tekrar edildi. Jeller daha sonra gerektigi gibi fotograflandi veya saklandi.
3.7. PGE: Salimmminin Analizi (ELISA)

KGN hiicre kiiltiirii siipernatantlarindaki Prostaglandin E. (PGE:) konsantrasyonlari,

iretici firma talimatlarina uygun olarak ticari bir ELISA kiti (Cayman Chemical)
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kullanilarak Sandwich ELISA yontemi ile belirlenmistir. Analiz siireci, deneysel

giivenilirligi saglamak amaciyla standart protokol izlenerek gergeklestirilmistir.
3.7.1.0rnek Hazirh@ ve On Islemler:

Analiz Oncesinde -20°C’de saklanan hiicre kiiltliri siipernatantlart oda sicakliginda
¢ozdiiriilmiistiir. Olas1 hiicresel kalintilarin uzaklastirilmast amaciyla 6rnekler 10.000 x
g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Kit i¢cerisinde bulunan standart ¢cozeltiler ve reaktifler

analiz oncesinde oda sicakligina getirilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
3.7.2.Plaka Ekim’i ve Inkiibasyon:

Deney icin 96 kuyucuklu mikroplaka diizeni olusturulmus ve her deney grubu i¢in uygun
kuyucuklar belirlenmistir. Standart kuyucuklarma 50 pL standart ¢ozelti, numune
kuyucuklarma ise 40 pL hiicre siipernatanti eklenmistir. Numune kuyucuklarina ayrica
10 uL spesifik antikor ilave edilmistir. Ardindan tiim standart ve numune kuyucuklarina
50 uL Streptavidin-HRP eklenmis ve plaka 37°C’de 60  dakika inkiibasyona kondu.

Bu siirecte antijen-antikor baglanmasinin ger¢ceklesmesi saglanmistir.

Numune kuyucuklarina ayrica 10 pL spesifik antikor ilave edilmistir. Ardindan tiim
standart ve numune kuyucuklarina 50 pL Streptavidin-HRP eklenmis ve plaka 37°C’de
60  dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu sliregte antijen-antikor baglanmasinin

gerceklesmesi saglanmistir.
3.7.3.Yikama Islemi:

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi bosaltilmis ve baglanmans bilesenlerin
uzaklastirilmast amaciyla her kuyucuk 300 pL yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir. Her
yikama adiminda tamponun kuyucuklarda yaklagik 30-60 saniye beklemesine dikkat

edilmis ve son yikamanin ardindan plaka kurulanmistir.
3.7.4.Renk Gelisimi ve Reaksiyonun Durdurulmasi:

Enzimatik reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in her kuyucuga sirastyla 50 pL Substrat A
ve 50 pL Substrat B eklenmistir. Plaka 37°C’de karanlik ortamda 10 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonun durdurulmas1 amaciyla her kuyucuga

50 pL stop soliisyonu eklenmis ve olusan mavi renk sartya doniistiiriilmiistiir.
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3.7.5.0kuma ve Veri Analizi:

Stop soliisyonu eklendikten sonraki 10 dakika igerisinde mikroplaka okuyucu
kullanilarak 450 nm dalga boyunda optik yogunluk (OD) degerleri Slgiilmiistiir. Elde
edilen OD degerleri standart egri kullanilarak hesaplanmis ve PGE: konsantrasyonlari

pg/mL cinsinden belirlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Piroptoz’un Uyarildigi Graniiloza Hiicrelerinde, Glisin Uygulamasi Sonrasi

Hiicre Zar1 Parcalanmasinin ve Hiicre Disina PGE: Salimmminin Olgiilmesi ile Analizi

PGE:- tipik olarak plazma zar1 gecirgen hale geldiginde veya zarda porlar olustugunda
salindig1 i¢in tedavilerin zar bitiinliigiinii etkilemesi ve dolayistyla PGE: salinimini

degistirmesi bekleniyordu.
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Sekil 4.1. Graniiloza hiicrelerinde farkli uygulama gruplarina bagl olarak hiicrelerden

salian relatif PGE: diizeylerinin karsilagtiriimasi.

KGN hiicre hattinda farkli deneysel gruplar arasinda gergeklestirilen PGE- salinim analizi

sonugclari, glisin ve nigerisin uygulamalarinin lipid aracilari lizerindeki etkilerini ortaya

koymustur (Sekil 4.1).

Kontrol ve Tekli Uygulama Gruplarinin Karsilastirilmasi: Sadece DMSO uygulanan
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kontrol grubu ile kiyaslandiginda, tek basina Glisin veya tek basina Nigerisin uygulanan
graniiloza hiicrelerinde hiicre dist PGE: salinnminda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim saptanmamuistir (* p > 0.05). Bu durum, belirtilen dozlarda her iki ajanin da bazal

PGE:-: seviyelerini tek baglarina deklere edilecek diizeyde etkilemedigini gostermektedir.

Kombine Uygulamanin Etkisi: Buna karsin, DMSO kontrol grubuna gore, Glisin ve
Nigerisin'in birlikte uygulandigi (Grup D) hiicrelerde PGE. saliiminin kayda deger
miktarda arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.1, * p < 0.05).

Glisin On Uygulamasinin Karsilastirmali Analizi: Sadece Glisin uygulanan grup ile
Glisin+Nigerisin uygulanan grup kiyaslandiginda, kombine grupta PGE: seviyelerinin
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (* p < 0.05). Benzer sekilde, sadece
Nigerisin uygulanan hiicrelere kiyasla, GlisintNigerisin grubunda PGE: salinnminda

istatistiksel olarak anlamli bir artis izlenmistir (* p < 0.05).

Glisin ve Nigerisin Gruplar1 Arasindaki liski: Tek bagma Glisin uygulanan hiicreler ile
tek basina Nigerisin uygulanan hiicreler arasinda PGE: salinimi agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (* p > 0.05).

4.2.Piroptoz’un Uyarildig1 Graniiloza Hiicrelerinde, Glisin Uygulamasi Sonrasinda
Hiicre Zarn Parcalanmasinin, Hiicre Disina Salinan Total Protein Miktarlarinin

Karsilastirilmasi (SDS-PAGE ve Coomassie Boyamasi) ile Analizi

Hiicre dis1 alana salinan toplam protein miktarindaki degisimleri ve protein profillerini
gorsellestirmek amaciyla gerceklestirilen SDS-PAGE analizi sonuglart Sekil 4.2°de

sunulmustur.

Farkli tedavi gruplarindan (Kontrol, Nigerisin, Glisin, Glisin+Nigerisin) elde edilen
ekstraseliiler proteinlerin jel tizerindeki dagilimi. Bantlarin netligi ve arka plan boyanma

yogunlugu, toplam protein salinimindaki varyasyonlar1 yansitmaktadir.

SDS-PAGE jel goriintiisii incelendiginde, Orneklerin kuyucuklardan jelin ayirict
matrisine dogru go¢ ettigi saptanmustir. Ancak, spesifik protein bantlari beklenen
keskinlikte ve ayirt edilebilir formda goézlemlenememistir. Jel genelinde gozlenen
homojen ancak yogun Coomassie Brilliant Blue boyanmasi, protein bantlari ile arka plan
arasindaki kontrastin azalmasina neden olmustur. Buna ragmen, kuyucuk seviyelerinde

siirlt yogunlagmalarin varligi dikkat ¢ekmistir.
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Sekil 4.2. Farkl1 gruplardaki hiicrelerden salinan toplam protein miktarlarinin SDS-PAGE

analizi ile karsilastirilmast.

Deney gruplari arasindaki toplam protein salinimi (protein sizintisi) karsilastirildiginda

su bulgular elde edilmistir:

Nigerisin Etkisi: Sadece Nigerisin uygulanan grupta, kontrol grubuna kiyasla toplam
protein saliniminda bir artig gozlenmistir. Bu durum, Nigerisin tarafindan tetiklenen hiicre
6lim mekanizmalarinin membran biitiinliigiinii bozarak hiicre igeriginin disar1 sizmasina

yol a¢tigini desteklemektedir.

Glisin Etkisi ve Koruyuculuk Potansiyeli: Tiim deneysel kosullar arasinda en yliksek
toplam protein salinimi, tek basima Glisin uygulanan grupta saptanmistir. Bu bulgu,

Glisin’in bu modelde protein dengesi iizerinde gii¢lii bir modiilatér etkisi oldugunu
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gostermektedir.

Kombine Uygulama (Glisin + Nigerisin): Glisin ve Nigerisin'in birlikte uygulandigi

grupta, toplam protein salinimi kontrol grubuna kiyasla yiiksek seyretmistir.

Tek bagina Nigerisin uygulandiginda elde edilen protein salinimi, tek basina Glisin

uygulanan gruba gore daha diistik seviyede kalmistir.

Tek bagina Nigerisin grubundaki protein salinimi, Glisin + Nigerisin kombine grubuna

gore de daha az bulunmustur.

Buna karsin, tek basina Glisin uygulamasi, Glisin + Nigerisin kombinasyonuna oranla

daha yogun bir toplam protein salinimina yol agmustir.
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5. TARTISMA

Bu caligma, glisin ve nigerisinin graniilloza hiicrelerinde PGE: salinimini nasil
etkiledigini, 6zellikle inflamasyon aktivasyonu ve plazma membran biitiinl{igii arasindaki
iligkiye dikkat ederek arastirmistir. Sonuglar ne glisin ne de nigerisinin tek basina
ekstraseliiler PGE: seviyelerini onemli ol¢lide artirmadigini, ancak kombine tedavinin
belirgin bir yiikselmeye hiicre 6liim mekanizmasi a¢tigin1 gostermektedir. Bu bulgular,
bu sistemde saptanabilir PGE: saliniminin hem hiicre i¢i inflamatuar sinyallesmeyi hem
de aract madde ihracatina izin veren membran kosullarin1 gerektirebilecegini

diistindiirmektedir.

Glisin tedavisi tek basina kontrol grubuyla karsilastirildiginda PGE: seviyelerini 6nemli
Olciide degistirmemistir. Bu gozlem, glisinin 1yi bilinen sitoprotektif o6zellikleriyle
tutarlidir. Glisinin tek basina PGE: diizeylerini degistirmemesi, onun dogrudan
inflamasyonu tetikleyen bir molekiil olmadigin1 gdsterir. Glisin daha ¢ok hiicre zarim
stabilize eden ve iyon dengesini koruyan bir ajandir; bu sayede hiicreyi strese karsi korur
ama normal kosullarda inflamatuvar yolaklar1 (6rnegin COX—PGE: yolu) aktive etmez.
Bu nedenle kontrol grubuna benzer PGE: seviyeleri goriilmesi, glisinin “pasif koruyucu”
yani sadece hasar durumunda etkisini gosteren sitoprotektif rolilyle uyumludur. Glisinin,
nekrotik ve piroptotik siirecler de dahil olmak {izere gesitli inflamatuar hiicre oliimii
bicimleri sirasinda plazma membranini stabilize ettigi ve hiicre lizisini azalttig
bilinmektedir. Glisin, membran gec¢irgenligini tesvik etmek yerine, genellikle membran
hasarmi sinirlar ve hiicresel biitlinliiglin korunmasina yardimei olur (Fink ve Cookson,
2006). Glisin, NLRP3 inflamozomu gibi inflamatuar sinyal hiicre liimii mekanizmalarini
dogrudan aktive etmedigi i¢in, PGE-: sentezi veya salinimi i¢in gerekli molekiiler olaylari
baslatmasi olas1 degildir. Bu grupta PGE-:'de dl¢iilebilir bir artisin olmamasi, muhtemelen
glisinin membran stabilize edici etkilerini ve dogrudan proinflamatuar sinyal aktivitesinin

olmamasini yansitmaktadir.

Benzer sekilde, nigerisin tek basina hiicre dis1 PGE: seviyelerini 6nemli 6l¢lide artirmadi.
Nigerisin, potasyum ¢ikisini indiikleyerek hiicre i¢i iyon homeostazini bozan bir
potasyum iyonoforudur ve bu da NLRP3 inflamozomunun aktivasyonu i¢in iyi bilinen bir
tetikleyicidir (Mariathasan ve ark., 2006; Mufioz-Planillo ve ark., 2013). Bu hiicre 6liimii
mekanizmasinin aktivasyonu, inflamatuar sinyal kaskadlarin1 baslatabilir ve pro-

inflamatuar medyatdrlerin islenmesini tesvik edebilir. Ancak, inflamozom aktivasyonu
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her zaman ¢6ziiniir inflamatuar molekiillerin hiicre dis1 alana aninda veya 6nemli 6l¢iide
salinmasina yol agmaz. Bazi durumlarda, 6zellikle uyarim gecici veya tam piroptotik
yanitlar1 indiiklemek icin yetersiz ise, kapsamli membran gecirgenligi veya aracit madde
salinim1 olmadan hiicre i¢i sinyalizasyon meydana gelir (Bergsbaken ve ark., 2009). Bu
caligmada, nigerisin bu nedenle, saptanabilir PGE: salinimi i¢in yeterli membran
gecirgenligi olusturmadan erken inflamozomla ilgili sinyalizasyon olaylarimi tetiklemis

olabilir.

Buna karsilik, glisin ve nigerisin ile kombine tedavi, PGE: saliniminda 6nemli bir artiga
neden oldu. Bu gozlem, inflamatuar sinyalizasyon ve membran dinamikleri arasindaki
etkilesimin araci madde saliniminin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayabilecegini
distindiirmektedir. Nigerisin muhtemelen potasyum c¢ikist yoluyla inflamozom
aktivasyonunu baglatirken, glisin hizli hiicre yirtilmasin1 6nleyen ancak kontrollii
gecirgenlige izin veren bir sekilde membran stabilitesini etkilemis olabilir. Inflamozom
aktivasyonu sirasinda, GSDMD gibi por olusturan proteinler, hiicre lizisine yol agmadan
hiicre i¢i inflamatuar medyatorlerin salinmasina izin veren membran kanallar1 olusturur
(Kayagaki ve ark., 2015; Evavold ve ark., 2018). Bu kosullar altinda, plazma membrani
kismen saglam kalirken, PGE-: gibi lipid medyatorleri de dahil olmak {izere inflamatuar

molekiillerin digar1 atilmasina izin verebilir.

Glisin ve nigerisin tedavileri arasindaki karsilastirma, bu bilesiklerin hiicresel yanitlari
etkiledigi farkli mekanizmalar1 daha da vurgulamaktadir. Glisin 6ncelikle bir membran
stabilizatorii olarak iglev goriir, hiicreleri membran yirtilmasindan korur ve hiicre ici
bilesenlerin sizintisini sinirlar. Nigerisin ise, potasyum ¢ikist ve inflamozom aktivasyonu
yoluyla hiicre i¢i inflamatuar sinyallemenin gii¢lii bir aktivatorii olarak islev goriir. Bu
mekanizmalar 6nemli 6lcilide farkli olsa da her iki tedavi de tek bagina minimal hiicre dis1
PGE:- tespitine yol agmistir. Bu bulgu, yeterli membran gegirgenliginin yoklugunda veya
inflamatuar aktivasyon olmadan membran stabilizasyonunda inflamatuar sinyallemenin,
onemli miktarda aract madde salimimini tesvik etmek ic¢in yetersiz olabilecegini
diisiindiirmektedir. Glisin ve nigerisinin benzer PGE: yanit1 olusturmasi, bu iki ajanin
ayn1 mekanizma ile etki ettigini degil, PGE-: {iretiminin glisinin hedef aldig1 membran
hasar1 basamagindan bagimsiz olarak, daha erken inflamatuvar sinyal siireclerinde

gergeklestigini diisiindiirmektedir.

Bu fark, nigerisin grubu ile kombine glisin-nigerisin tedavisi karsilagtirlldiginda daha
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belirgin hale gelir. Kombine glisin—nigerisin modeli, piroptotik stres altinda glisinin
koruyucu (sitoprotektif) etkisini degerlendirmek igin anlamli bir yaklagim sunar. Bu
modelde, nigerisin kullanilarak kontrollii bir hiicresel hasar piroptoz olusturulur ve ardindan
glisinin bu hasar1 ne 6l¢iide azaltabildigi incelenir. Boylece glisinin etkisi yalnizca normal
kosullarda degil, ayn1 zamanda inflamatuvar stres ortaminda da ortaya konmus olur. Elde
edilen bulgular, glisinin nigerisinle uyarilan hiicresel yaniti degistirebildigini
diisiindiirmektedir. Ani ve diizensiz bir membran bozulmasi ya da yetersiz sinyal iletimi
yerine, kombine uygulamanin daha kontrollii bir siire¢ olusturdugu goriilmektedir. Bu
stiregte, diizenlenmis membran porlarinin olusumu ve cesitli aract molekiillerin salinimi

destekleniyor olabilir.

Nitekim literatiirde de inflamozom aktivasyonunun, hiicrenin tamamen parcalanmasindan
once, kontrollii por olusumu yoluyla eikozanoidler gibi lipid kdkenli aracilarin salinimini
artirabilecegi belirtilmektedir (von Moltke ve ark., 2012). Bu baglamda, kombine tedavi

grubunda gozlenen yiiksek PGE-: diizeyleri de benzer bir mekanizma ile agiklanabilir.

SDS-PAGE ile toplam protein saliniminin analizi, bu tedavilerle iligkili hiicresel stres
yanitlarina iliskin ek bilgiler saglamistir. Nigerisin ile tedavi edilen grupta, daha az diisiik
molekiil agirlikli protein bandi tespit edilmis olup, bu durum bu kosullar altinda nispeten
siirli protein bozunumu veya hiicre disit salinimi oldugunu diisiindiirmektedir. Nigerisin
piroptotik hiicre O6liimiinii indiikleyebilse de piroptoz sirasinda protein saliniminin
derecesi, inflamasyon aktivasyonunun zamanlamasina ve yogunluguna baghdir
(Bergsbaken ve ark., 2009). Bu nedenle gozlemlenen model, kapsamli sitoplazmik

protein sizintist olmaksizin inflamatuar sinyallemenin kismi aktivasyonunu yansitabilir.

Buna karsilik, glisin ile tedavi edilen grupta diisiik molekiil agirlikli protein bantlarinin
gbclinde artis goriilmiis olup, bu da hiicre dis1 fraksiyonda daha fazla ¢6ziiniir protein
veya daha kiiciik protein parcalarinin bulundugunu gostermektedir. Glisinin sitoprotektif
etkileri, hiicresel stres yanitlarini ve protein isleme hiicre 6liim mekanizmasilarini
degistirebilir ve potansiyel olarak stres kosullar1 sirasinda proteinlerin nasil salindigin
veya tutuldugunu etkileyebilir. Bu etki, bu grupta tespit edilen daha kiigiik protein
bantlarinin daha ytiksek bollugunu agiklayabilir.

Birlesik tedavi grubu, nigerisin grubundan daha fazla ancak glisin grubundan daha az
diisiik molekiil agirlikli bant igeren ara bir gé¢ paterni gosterdi. Bu patern, glisinin

nigerisin tarafindan indiiklenen hiicresel etkileri kismen modiile edebilecegini ve daha
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dengeli bir protein salinim profiliyle sonuglanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu tiir bir
modiilasyon, glisinin membran biitiinliigiinii stabilize ederken ayni zamanda inflamasyon

aktivasyonu sirasinda kontrollii aract madde salinimina izin verdigi fikriyle tutarlidir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismanin bulgulari, graniiloza hiicrelerinde PGE: saliniminin,
inflamasyon aktivasyonu ve plazma membran dinamikleri arasindaki etkilesimden
etkilendigini gostermektedir. Nigerisin, inflamasyonla ilgili sinyallesme i¢in gerekli olan
hiicre ici uyariy1 saglarken, glisin membran stabilitesini ve hiicresel biitiinliigii diizenliyor
gibi goriinmektedir. Kombine tedavi grubunda goézlemlenen PGE-:'deki onemli artis,
uygun membran gecirgenligi kosullar1 olmadan, inflamasyon sinyallesmesinin tek basina
aract madde salinimi ig¢in yeterli olmayabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar,
inflamatuar arac1 madde saliniminin kontroliinde membran diizenlemesinin 6nemini
vurgulamakta ve sitoprotektif molekiillerin yumurtalik hiicrelerinde inflamasyonla iligkili

yanitlar1 nasil sekillendirebilecegine dair bir fikir vermektedir.
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