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OZET

Amag: Endoplazmik retikulum (ER) stresi olusturulan insan retinal pigment epitel
hiicrelerinde (ARPE 19) sfingolipid diizeylerini belirlemeyi ve apoptotik yollar

incelemeyi amacladik.

Yontem: Hiicreler, ER stresi olusturmak i¢in tunikamisin (TM) ile muamele edildi ve
sitotoksisiteyi azaltmak icin bir ER stres inhibitorii olan tauroursodeoksikolik asit
(TUDCA) uygulandi. Hiicre canliign MTT analizi ile ol¢tildi. Cl16 — C24
sfingomyelin (SM) ve C16 — C24 seramid (CER) seviyeleri LC-MS / MS ile
belirlendi. Glikozla diizenlenen protein 78-kd (GRP78) ve niikleer faktor kappa-b alt
birim 1 (NFxkB1) mRNA diizeyleri kantitatif PCR analizi ile GRP-78, NF-xB p65,
cleaved kaspaz-3 ve kaspaz-12 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri immiinfloresans
mikroskobi  yontemiyle degerlendirildi. Seramid-1-fosfat (C1P) seviyeleri
immunoassay ile belirlendi. Hiicre lizatlarindaki kaspaz —3 ve —12 aktivitesi ise

florometrik bir yontemle 6l¢iildii.

Bulgular: Tunikamisin uygulanan hiicrelerde ER stresinin varligi, GRP78'in mRNA
ve protein seviyelerinin onemli Ol¢iide artmis olmasi ile dogrulandi. Tunikamisin,
kontrollere gore hiicre canliligini 6nemli 6l¢tide azaltti. Tunikamisin ile birlikte
TUDCA uygulamasi, TM grubuna goére hiicre canliligini 6nemli o6lgiide artirdi.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda TM uygulanan hiicrelerde C22 — C24 CER'ler, C1P,
kaspaz-3, kaspaz-12, NFkB1 mRNA ve NF-kB p65 protein seviyelerinde 6nemli bir
artis gozlendi. TUDCA'nin uygulanmasi, kaspaz-3 ve -12 aktivitesinde bir azalma ile
birlikte GRP78 mRNA, NFkxB1 mRNA, NF-kB p65 proteini, C22 — C24 CER'ler ve

C1P seviyelerinde kismi bir azalmaya yol agti.

Sonug: Calismanin sonuglart ER stresine maruz kalan retina hiicrelerinde uzun zincirli

CER ile C1P’nin arttigin1 ve apoptotik belirteclerin varligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sfingolipid, tunikamisin, retinal pigment epitel hiicreleri



ABSTRACT

Objective: We aimed to determine sphingolipid levels and examine apoptotic
pathways in human retinal pigment epithelial cells (ARPE-19) undergoing

endoplasmic reticulum (ER) stress.

Method: Cells were treated with tunicamycin (TM) to induce ER stress and
tauroursodeoxycholic acid (TUDCA), an ER stress inhibitor, was administered to
decrease cytotoxicity. Cell viability was measured by MTT assay. Levels of C16—C24
sphingomyelins (SM) and C16-C24 ceramides (CERs) were determined by LC-
MS/MS. Glucose- regulated protein 78-kd (GRP78) and nuclear factor kappa-b
subunit 1 (NFxB1) gene expressions were evaluated by quantitative PCR analysis,
while GRP 78, NF-kB p65, cleaved caspase-3 and caspase-12 protein levels were
assesed by immunofluorescence. Ceramide-1-phosphate (C1P) levels were determined
by immunoassay, while caspase —3 and —12 activity in cell lysates were measured via

a fluorometric method.

Results: Induction of ER stress in TM treated groups were confirmed by significantly
increased mRNA and protein levels of GRP78. TM significantly decreased cell
viability compared to controls. Treatment with TUDCA along with TM significantly
increased cell viability compared to the TM group. A significant increase was
observed in C22—C24 CERs, C1P, caspase-3, caspase-12, NFkB1 mRNA and NF-xB
p65 protein levels in cells treated with TM compared to controls. Administration of
TUDCA lead to a partial decrease in GRP78 expression, NFkBl mRNA, NF-kB p65
protein, C22—C24 CERs and C1P levels along with a decrease in caspase-3 and -12

activity.

Conclusion: The results of this study reveal the presence of increased long chain

CERs, C1P and apoptotic markers in retinal cells undergoing ER stress.

Key words: Sphingolipid, tunicamycin, retinal pigment epithelial cells
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1.GIRIS
Retinal pigment epitel (RPE) hiicreleri noral retinanin en disinda yer alan tek kath
hiicre tabakasidir ve retinal fonksiyonlarin saglanmasi i¢in 6nemlidir (Strauss 2005).
Iskemik ve hipoksik hasarin yanisira pek ¢ok retinal hastalik RPE hiicrelerini etkiler.
Endoplazmik retikulum (ER) stresi ise RPE hiicrelerinde ¢alisilan pro-apoptotik

faktorler arasinda yer alir (Kucuksayan, ve ark., 2014; Shimazawa, ve ark., 2007).

Endoplazmik retikulumun anahtar fonksiyonlar1 arasinda protein katlanmasi,
olgunlastirilmasi, tasinmasi, lipid sentezi ve intraseliiler kalsiyum homeostasinin
saglanmasi gelir (Fan ve Simmen 2019). Katlanmamis proteinlerin ER limeninde
birikerek kararsiz protein homeostasine yol agmasi ER stresi olarak tarif edilir.
Hiicreler ER stresini azaltmak ve protein homeostazisini yeniden saglamak ig¢in
katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak bilinen adaptif bir sistemi baslatir. Fakat
ER stres periyodunun uzamasi UPR cevabinin basarisiz olarak apoptotik kaskadin
aktiflesmesine yol acar (Lee ve ark., 2015). Katlanmamis protein cevabini pro-
survival siiregten pro-apototik siirece yonlendiren temel mekanizma ise hentiz tam
anlamiyla anlagilamamistir. Yapilan ¢alismalar ER stresi ve apoptotik hiicre
6lumiiniin retinal dejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rolii oldugunu
gostermistir (Lenox ve ark., 2015). Apoptozis mekanizmasinin altinda yatan
muhtemel mekanizmanin anlasilmasi, retinal dejeneratif hastaliklarin tedavisine ve
Onlenmesine yonelik yeni yaklasimlar sunmasi agisindan oldukc¢a 6nemlidir (Fan ve

Simmen 2019).

Edinilen bilgiler dogrultusunda ER stresi varliginda sifingomyelin metabolizmasinda
degisim oldugu ve seramid birikimi sonucunda apoptozisin meydana geldigi
bilinmektedir (Burton ve ark., 1976; Lei ve ark., 2007). Seramid, serin ve palmitoil-
CoA'nin birlesmesiyle de novo sentez ile veya sifingomyelinin sifingomyelinaz
(SMaz) enzimiyle hidrolizi sonucunda olusur (Sawai ve Hannun 1999). Hiicresel
stres cevabinda sfingomyelinaz enzimleri arasinda en c¢ok asid ve notral
sifingomyelinaz (N-SMaz) enzimleri incelenmistir. 2007 yilinda yapilan bir
calismada, ER stresi varliginda N-SMaz enziminin hem mRNA hem de protein
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Lei ve ark., 2007). Baska bir calismada ise N-
SMaz enziminin ekspresyonunun artiginin apoptozisi artirdigt gosterilmistir (Zhu ve

ark., 2010). Ancak heniiz RPE hiicrelerinde ER stresi varliinda



sfingomyelin/seramid metabolit diizeylerindeki degisimler ve apoptozise etkileri

arastirilmamistir.

Calismamizda RPE hiicre kiiltiirinde olusturulan ER  stres modelinde
sfingomyelin/seramid metabolitlerinin 6lgiilmesi ve apoptozisin degerlendirilmesi
amaglandi. Bu dogrultuda 1) RPE hiicrelerinde, ER stresi olusturmak 2) Olusturulan
ER stresi sonrasinda RPE hiicrelerinde ve kontrol gruplarinda sfingomyelin/seramid
metabolitlerini 6lgmek ve apoptozisi degerlendirmek 3) ER stresi inhibisyonunun
RPE hiicre kiiltiirlerinde sfingomyelin/seramid metabolitlerine ve apoptotik yolaklara

etkisini degerlendirmek hedeflendi.

Calismamizdan ¢ikan sonuglar degerlendirilerek insan RPE hiicrelerinde ER stresinin
SMaz/seramid yolagina etkileri incelendi. Bu anlamda c¢alismamiz insan RPE
hiicrelerinde ER stresinin SMaz/seramid yolagina etkilerini ve TUDCA nin bu yolak

tizerindeki tedavi edici etkisini inceleyen ilk arastirmadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Goz Kiiresinin Anatomisi
Goz, kafatasinda orbitalar igine yerlesmis, kiire seklinde ve 1s18a duyarh
(fotosensitif) bir organdir. G6z kiiresinin (Bulbus oculi) eriskinlerde on-arka cap
uzunlugu 21-26 mm, ortalama agirligi 7-9 gram, ortalama hacmi ise 7 cc kadardir.
Goz kiiresinin sadece 6n yiizli dig ortam ile temas halindedir (Toprak, 1998). Goz
kiiresi distan ige dogru Tunica fibrosa bulbi, Tunica vasculosa bulbi ve Tunica

interna bulbi olmak tizere ti¢ tabakadan olusur (Malkog, 2006; Toprak, 1998).
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Sekil 2.1Goz Kiiresinin Horizontal Kesiti (Malkog, 2006).

Tunica Fibrosa Bulbi (Korneo-Skleral Tabaka): Korneo-skleral tabaka goz
kiiresinin kornea ve sklera’dan olusan tabakasidir. Sklera, omurgali géziiniin en dista
bulunan koruyucu tabakasidir. Kollajen liflerden zengin, beyaz renkli, kalin ve
olduk¢a dayanikli bir tabakadir. Sklera, igte arka tarafta koroid, 6nde korpus siliare
ile komsuluk yapar Oniinde bulunan agikliga ise kornea yerlesmistir. Korneanin
saydam ve ¢ikintili bir yapisi vardir. Goze gelen 15181n ilk ve en ¢ok kirildig1 bolge

burasidir.



Tunica Vasculosa Bulbi (Vaskiiler Tabaka): Retina ile sklera arasina yerlesmis
damarsal tabakadir. Arkadan 6ne dogru sirasiyla koroid, korpus siliare ve iris’ten
olusan kesintisiz bir yapt gosterir. Koroid, biiylik o6lclide yogun Kkapiller
pleksuslardan olugsmus kan damari igeren pigmentli bir tabakadir ve goz kiiresinin
arka yuiziinii tamamen kaplar. Korpus siliare, koroid ile iris arasinda yer alir. Akoz
humor iiretimini ve akomodasyonu saglar. Iris ise kornea’nin arkasinda, lens ve
korpus siliare’nin oniinde yer alir. Iris, goziin distan renkli olarak goriilen kismi
olmakla birlikte g6ze giren 1s1tk miktarin1i kontrol eden pupilla’nin g¢evresindeki

ayarlanabilir diyaframdir.

Tunica interna Bulbi (Néral Tabaka): Noral tabaka ya da diger adiyla retina, goz
kiiresinin en i¢te bulunan noral, duyusal ve 1518a en duyarli tabakasidir. Bu tabakanin
dis tarafinda koroid, i¢ tarafinda ise korpus vitreum membrani bulunur. Retina,
stratum pigmentosum ve stratum nervosum olmak iizere iki tabakadan olusur.
Stratum pigmentosum retinanin dig tabakasidir. Retinanin i¢ yiiziinde korpus
siliare’nin arka kenarini cevreleyen girintili ¢ikintili ¢izgiye ora serrata denir.
Stratum nervosum, stratum pigmentosum’un i¢ yiiziinde discus nervi optici’den ora
serrata’ya kadar uzanir. Duyusal retina olarak da adlandirilan retinanin bu
boliimiinde 15181 algilayan ¢ubuk ve koni hiicreleri bulunur. Retinaya diisen 151k, bu
fotoreseptor hiicrelerde sinir sinyaline ¢evrilir. Olugan impuls néron zinciri ile nervus

opticus vasitasiyla beyne iletilir (Malkog, 2006).

Retinanin histolojik olarak enine kesitinde ig¢ten disa dogru on tabaka vardir (sekil
2.2).
1. I¢ sinirlayict membran

. Sinir lifi tabakas1

. Ganglion hiicre tabakasi

. I¢ pleksiform tabaka

. I¢ niikleer tabaka

2

3

4

5

6. D1s pleksiform tabaka
7. Di1s niikleer tabaka

8. Dis sinirlayict membran
9. Fotoreseptor tabaka
10. Pigment epiteli tabakasi (Douglas, 1984; Ganong, 1995; Gartner, 2001; Guyton,

2000; Murphy, 1993; Schaefter, 1953).
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Sekil 2.2 Omurgal Retinasinin Semasi (Hejtmancik ve Nickerson 2015). RPE: Retinal pigment
epiteli tabakasi; FRT: Fotoreseptor tabaka; DNT: Dis niikleer tabaka; DPT: Dis pleksiform tabaka;
INT: I niikleer tabaka; IPT: ig pleksiform tabaka; GHT: Ganglion hiicre tabakasi; K: Koni hiicreleri;
C: Cubuk hiicreleri; B: Bipolar hiicreler; H: Horizontal Hiicreler; A: Amakrin hiicreler; G: Ganglion
hiicreler

1.i¢ Smrlayier Membran: I¢ smirlayict membran, miiller hiicrelerinin
uzantilarindan meydana gelir. Retina ile korpus vitreus’u birbirinden ayirir.

2.Sinir Lifi Tabakasi: Multipolar ganglion hiicrelerinin aksonlar1 tarafindan
meydana gelir. Ganglion hiicrelerinin aksonlar1 sklera’y1 delerek retina’nin ig¢
yliziinde nervus opticus’u olusturur.

3.Ganglion Hiicre Tabakasi: Tek katli biiyik multipolar ganglion hiicre
niikleuslarindan olusur.

4.1¢ Pleksiform Tabaka: I¢ pleksiform tabaka, sinaptik bir tabakadir. Bipolar
hiicrelerin aksonlari, ganglion hiicrelerinin dendritleri ve amakrin hiicrelerinin
uzantilar1 bulunur.

5.1¢ Niikleer Tabaka: Bu tabakada bipolar, amakrin ve horizontal hiicrelerin
cekirdekleri ile destek hiicreleri olan miiller hiicreleri bulunur. En dig kisimda
horizontal hiicreler, ortada bipolar hiicreler, en i¢ kisimda amakrin hiicreler vardir.
Merkezinde ise Miiller hiicre niikleuslar1 bulunur.

6. D1s Pleksiform Tabaka: Bu tabakada koni ve ¢ubuk hiicrelerinin aksonlar1 ile
bipolar hiicre noronlarin dendritleri arasinda olusan sinapslar vardir. Bu nedenle
retinanin 1. sinaptik tabakasidir. Ayrica i¢inde amakrin ve horizontal hiicrelerin
uzantilarida bulunur.

7. Dis Niikleer Tabaka: Koni ve cubuk hiicrelerinin hiicre ¢ekirdekleri ve hiicre

govdeleri tarafindan meydana gelmistir.



8. Dis Siirlayict Membran: Gergek bir membran degildir. Miiller hiicrelerinin dis
uzantilart ile koni ve c¢ubuk hiicrelerinin i¢ segmentleri arasindaki zonula
adherens’lerin meydana getirdikleri bir tabakadir.

9. Fotoreseptor Tabaka: Bu tabaka koni ve ¢ubuk hiicrelerinin periferik
uzantilarindan olusur. Bu hiicreler gérme yollarinin 1. néronudur (Malkog).

10. Pigment Epiteli Tabakasi: Retinal pigment epitel (RPE) hiicre tabakasi, noral

retinanin en dis tabakasini olusturur (Strauss, 2005) (sekil 2.3). Koryokapillaris ile

retinanin fotoreseptorleri arasina tek bir tabaka olusturacak sekilde (Song ve ark.,

2012) Discus nervi optici’den ora serrata’ya kadar uzanir. Ora serrata’da korpus

siliare’nin epiteli ile devam eder (Malkog, 2006). Retinal pigment epitel hiicreleri 4-8

kenarl1 poligonal hiicreler seklinde bulunur ancak bulunduklar1 yere gore sekilleri

degisiklik gosterebilir. Makiila bolgesinde bulunan RPE hiicreleri daha uzun ve
inceyken periferde bulunan RPE hiicreleri nispeten daha kisa ve genistir (Bron,

1997).

A : B
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Lens Koroid : ki
Anterior Bipolar Amakrin
Santral retina Hifreler. -
. kamara hiicreler ST -
fris = {makula) rizontdl
' I- ™
Pupil
Kornea

Sklera Retinal
kan damarlan

e 7~

Fovea o ‘ v
Fotor
Retinal
Optik sinir pigment
epitelyum
|} S ey
Bruch membrani Y I

Sekil 2.3 A) Goziin Anatomik Semasi B) Retinal Hiicreler (Keeling ve ark., 2018)

Retinal pigment epitel hiicreleri ve retinal kapillere ait vaskiiler endotelyal hiicreleri
birlikte kan-retina bariyerini (BRB) olusturur (Nowak-Sliwinska ve ark., 2013).
Retinal pigment epitel hiicrelerinin bazal membrani, koroidin Bruch membranina siki
bir sekilde yapisik olarak bulunur (Bron, 1997:; Panda-Jonas ve ark., 1996; Thumann
G, 2006). Apeksi ise fotoreseptor hiicreler arasina 5-7 um uzunlugunda mikrovillus
seklinde uzantilar verir (Malkog, 2006). Bu villiislar fotoreseptorlerin dis segmentleri
ic ice geeme seklindeki baglantilar olusturur. Bu yapilanma duyusal noronlar icin

fiziksel bir koruma olusturdugu gibi retina ve RPE arasindaki yapisikligin



stirdiiriilmesinde 6nemli etkendir (Bron 1997:; Panda-Jonas ve ark.,. 1996; Schmidt

ve Peisch, 1986; Thumann G, 2006).

2.2. Retina Pigment Epitel Hiicre Tabakasinin Temel Gorevleri
RPE hiicreleri gérme sisteminin biitlinliigiiniin korunmasinda ¢ok sayida Onemli
goreve sahiptir (sekil 2.4). Retina pigment epitel hiicre tabakasinin temel gorevleri

ise sunlardir :

1- Viziiel sikliis i¢in gerekli olan A vitamininin metabolizmasi,

2- Is1gin emilimi ve 15181n olusturdugu oksidasyona karsi korunma,

3- Su, iyon ve besinlerin transportu,

4- Fotoreseptor dis segmentlerinin fagositozu,

5- Sitokin ve biiytime faktorlerinin salinmasi,

6- Retinanin pigment epitel hiicrelerine yapisik kalmasinin saglanmasi,

7- Lokal immiin cevabin diizenlenmesi (Strauss, 2005).

W g 8 | 7
Isikabsorbsiyonu | Epitel trasnport Glia | Visual siklus Fagositoz Sekresyon

11 cisretinal

Glukez
Vitamin A H:0

Sekil 2.4 Retinal Pigment Epitelinin Fizyolojik Gorevlerinin Sematik Olarak Gosterilmesi.
VEGF: Vaskiiler Endotelyal Bityiime Faktorti, PEDF: Pigment Epitel Kaynakli Biiyiime Faktorii
(Strauss, 2005).

2.2.1. Gorsel Sikliis ve A Vitamini Metabolizmasi

Retinada gorsel siklus fotoreseptorler ve RPE hiicreleri arasinda retinoidlerin yer
degistirmesiyle saglanir. Fotoreseptor hiicrelerde bulunan opsin proteini 11-cis-
retinal (11-cis-RAL) ile baglanarak rodopsini olusturur. 11-cis-retinal, vitamin A’nin
1518a olduk¢a duyarli bir analogudur ve 151k ile aktive oludugunda all-trans-RAL’e
izomerize olur. Rodopsin molekiilii ise konformasyonel degisiklikler gegirerek

metarhodopsin II’e (MII) dontisiir. Boylece gorsel transdiiksiyon kaskadina yol agan
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reaksiyonlar tetiklenmis olur. Ardindan metarhodopsin II deaktive olarak apo-opsin
ve all-trans-RAL molekiiliine ayrilir. All-trans-RAL, all-trans retinol dehidrojenaz
enzimi (all-trans-RDH) ile alkole (all-trans-ROL) indirgenir ve ¢ubuk hiicre digina
cikar. Retinal pigment epitel hiicresi tarafindan endositoz ile hiicre igine alinan all-
trans-ROL, burada lesitin-retinol acil transferaz (LRAT) ile esterlenerek all-trans-
retinal ester (all-trans-RE) formuna doniisiir. Rpe65 enzimi, all-trans-retinal
esterlerin hem trans-cis transizomerizasyonunu hem de hidrolizini gergeklestirir ve
all-trans-RE’den 11-cis-ROL elde edilmesini saglar. Bu molekiil ise, 11-cis-retinol
dehidrojenaz (RDH) enzimi ile 11-cis-RAL'ye oksitlenerek RPE'den ayrilarak ¢ubuk
hiicreye tekrar girer ve dongiiyii tamamlamak icin apo-opsin ile birlesir (Inan, 2011;

Nowak-Sliwinska ve ark., 2013).

2.2.2. Kan-Retina Bariyeri ve Transepitelial Transport

Retinal pigment epitel hiicreleri ve retinal kapillere ait vaskiiler endotelyal hiicreleri
birlikte kan-retina bariyerini (BRB) olusturur (Nowak-Sliwinska ve ark., 2013). RPE
hiicreleri arasindaki siki kavsak baglantilarinin (zonula adherens, gap junctions ve
zonula okludens) olusturdugu paraseliiler direng, transseliiler direngten 10 kat daha
yiiksektir. Bu nedenle hiicreler arasi sivi difiizyonu engellenir ve molekiilerin yer
degisimi bizzat RPE hiicrelerinin i¢inden gegerek saglanir. Bu sayede RPE hiicreleri,
koroidal kapiller ve dis retina katlar1 arasindaki sivi ve molekiil aligverisini kontrol
eder (Strauss, 2005). Noron ve fotoreseptorlerde metabolik turnover sonucu fazla
miktarda su olusur. Su, miiller hiicreleri ile retinadan subretinal araliga transfer edilir.
Retinal pigment epitel hiicreleri ise suyu ve iyonlar1 subretinal bosluktan kana tasir.
Retinal pigment epitel hiicreleri i¢inden CI, K', Ca®*, Na+, ve HCO; gibi birgcok
iyonun aktif tansport ile tasindigi bilinmektedir. Suyun subretinal alandan stirekli
olarak uzaklastirilmasi, retina ve RPE arasinda, bir yapisma kuvveti meydana getirir.
Go6z i¢i basmcinin stirdiiriilmesi ve retinanin RPE hiicrelerine yapisik kalmast igin
retina ve koryokapilaris arasindaki su ve katabolit hareketi ¢ok onemlidir. Metabolik
son triinlerin fotoreseptorlerden uzaklastirilmasindan RPE hiicreleri sorumludur.
Fotoreseptor dis segmentelerinde tiretilen laktik asitin en dnemli metabolik son tiriin
oldugu diisiiniilmektedir. Fotoreseptor hiicrelerden subretinal bosluga salinan laktik
asit RPE hiicreleri tarafindan alinarak koroidin i¢ine salinir. Retinal pigment epitel
hiicreleri bir yonde, elektrolitleri ve suyu subretinal bosluktan koroid i¢ine tasirken

diger yonde, kan sekeri ve diger besin maddelerini kandan fotoreseptorlere tasir.



Glikozun tasinmasi i¢in, RPE hem apikal hem de bazolateral membranlarda yiiksek
miktarda glikoz tasiyicilart igerir. Hem kolaylastirici glukoz tasiyicisi (GLUT) 1 hem
de GLUT3 RPE'de yiiksek oranda bulundugu bilinmektedir (Strauss, 2005).

2.2.3. Fotoreseptor Dis Segmentlerinin Fagositozu

Retinal pigment epitel hiicrelerinin fotoreseptdr dis segmentlerini fagosite etmesi
belki de RPE’nin en onemli fonksiyonudur. Fotoreseptorlerin siirekli olarak
yenilenmesi gerekir. Bu nedenle dis segmentler distal ugtan dokiilerek RPE hiicresi
icine alinir ve fagolizozom i¢inde hapsedilirler. Dis segmentler fagolizozom iginde
hidrolize edilerek kiiciik molekiillere ayrilirlar. Bu kiiciik molekiiller daha sonra
hiicre i¢ine dagilarak tekrar kullanilirlar. Sindirilemeyen materyaller ise hiicre i¢inde
birikerek lipofuksin grantillerini olusturur (Bibb ve Young 1974; Bosch ve ark.,
1993; Hargrave, 2001). Bir fotoreseptoriin dig segmentinin her giin %10’nu fagosite
edilmektedir. RPE hiicreleri her giin en az 100 fotoreseptorden dokiilen dig segment
pargasint fagosite eder. Bu da bir RPE hiicresinin bir giinde yaklasik 10 adet
fotoreseptoriin tiim dig segmentlerine karsilik gelen miktar sindirdigi anlamina gelir

(Bosch ve ark., 1993; Liversidge ve ark., 1996; Streilein ve ark., 2002).

2.2.4. Isigin Emilimi ve Fotooksidasyona Kars1 Korunma

Retinal pigmet epitel hiicreleri goz kiiresinin i¢ ylizeyini kaplar ve pigmentli yapisi
sayesinde koyu renkli bir duvar olusturur. Boylece dagilmis 15181in sogurulmasina
yardimci olarak optik kaliteyi artirir. Isik goze pupilla yoluyla girer ve mercek
tarafindan makula lutea {izerinde odaklanmasi saglanir. Bu da 151k enerjisinin retina
tizerinde yogunlagsmasint saglar. Dis retina oksijen bakimindan zengin bir ortama
maruz kalir. Koriokapilerin kan perfiizyonu 1.400 ml dak "'x100 g doku ™' 'dir. Bu
oran bobrek perfiizyonundan bile daha yiiksektir. Koriokapiler kaynakli ven6z kanin
O, saturasyonu % 90°dir. Retinanin, kan dolu bir damar yatagi gibi islev goren
koriokapiller tizerinde yerlestigi diisiiniiliirse foto-oksidasyon ve oksidatif hasar i¢in
ideal oldugu gortilmektedir. Ayrica retinada oksijen tiiketimi fazla oldugundan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu da oldukc¢a fazladir. RPE hiicreleri ii¢ ayri
savunma mekanizmasi ile olusan bu oksidatif stresin dengelenmesinde 6nemli rol
oynar. Bunlardan birincisi 1s18in emilmesi ve filtrelenmesidir. Bu amag i¢in RPE,
farkli dalga boylarina ve baz1 dalga boyuna bagli risklere 6zellesmis melanin ve
lipofuscin gibi degisik pigmentleri barindirir. Genel 151k emilimi, melanozomlardaki
melanin ile saglanir (Strauss, 2005). Fotoreseptorlerde bulunan mavi 15181 emen
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pigmentler bir ¢esit biyolojik giines gozliigii olusturur ve melaninin 151k emilimini
destekler. Mavi 151k yetiskin goziindeki RPE hiicreleri i¢in en tehlikeli olan dalga
boyu gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, melanozomlar ve mavi 151k emici
pigmentler sadece 1s1k enerjisinin % 60'min emilmesinden sorumludur. Bu diger
pigmentlerin oldugunu ima eder. Bu pigmentlerden biri lipofuscin olabilir.
Lipofuscin, 151k emici pigment olarak oncelikle gorsel islev i¢in faydali olabilir.
Ancak yaslt gozde, konsantrasyonunun RPE ic¢in toksik bir konsantrasyona ulastigi

goriilmektedir.

Savunma sistemlerinden ikincisi antioksidasyon islemidir. RPE hiicrelerinde
enzimatik antioksidasyonu saglayan stiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri olarak
yiiksek oranda bulunur. Enzimatik olmayan antioksidan olarak ise RPE hiicrelerinde
lutein ve zeksantin, askorbat, a-tokoferol, B-karoten gibi karotenoidler bulunur.
[laveten, glutatyon ve melaninde antioksidan savunma sistemine &nemli katkida
bulunur. Ugiincii savunma hatti, hiicrenin hasarli DNA, lipit ve proteinleri tamir

etmedeki fizyolojik yetenegidir (Strauss, 2005).

2.2.5. Immiin Fonksiyon, Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler
Retinal pigment epitel hiicrelerinin sistemik dolasim ile noral retina arasinda kritik
bir ara ylizeye yerlesmis olmasi lokal immiin cevabin diizenlenmesinde kismen bir
rolii  olabilecegini  dligiindiirmiistiir.  Retinal pigment epitel hiicrelerinin
immiinosupresif fonksiyonuna isaret eden birka¢ kanit vardir. Buna gére RPE
hiicreleri, CD4" ve CD8" T hiicrelerinin aktivasyonunu baskilayabilir ve Jurkat T-
hiicre hattinda apoptozisi indiikleyebilir. Fiziksel olarak RPE, Bruch membrani ile
kan dolasimindan ayrildigindan, bu immiinosiipresif etkilerin, kan hiicreleriyle
dogrudan etkilesime girmekten ziyade ¢6ziinebilir faktorlerin salgilanmasiyla oldugu
dustiniilmektedir. Bununla birlikte, kan hiicreleri ve RPE arasindaki iligki tam olarak
anlagilamamistir (Strauss, 2005). RPE hiicrelerinin fizyolojik ve patolojik kosullar
altinda pek ¢ok biiylime faktorii ve sitokin salgiladigt bilinmektedir. RPE hiicreleri
tarafindan salgilandigi bilinen faktorlerden bazilar1 sunlardir: Pigment epiteli
kaynakli faktor (PEDF), endotelyal biiytime faktorii (VEGF) insiilin benzeri biiytime
faktorii-I (IGF-I), sinir biiytime faktorii (NGF), beyin-kaynakli biiylime faktori
(BDGF), norotropin-3 (NT-3), siliyer norotrofik faktér (CNTF), platelet-kaynakli
bliytime faktorii (PDGF), lens epiteli-kaynakli biiytime faktorti (LEDGF), koloni
stimiile edici faktér (CSF), matriks metalloproteaz doku inhibitorleri (TIMP). Bu
10



faktorler arasinda PEDF ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii en 6nemlileri olarak
kabul edilmektedir. Pigment epiteli kaynakli faktoriin glutamat veya hipoksi aracili
apoptozise karsi noronlart korumasindan dolayi noroprotektif olarak; endotelyal
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi i¢in anti-anjiojenik faktor olarak gorev yaptigi
gosterilmistir.  Ayrica retina  ve koryokapillarisin  yapisal  biitiinliigiintin
stirdliriilmesine katki saglar. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, endotelyal hiicre
apoptozisini onleyerek koryokapillarisin saglam bir endotele sahip olmasini saglar.
Saglikli bir géozde PEDF ve VEGF pigment epitelinin zit yonlerinden sekrete edilir.
Pigment epiteli kaynakli faktor, RPE hiicrelerinin apikal yiizeyinden sekrete edilerek
noronlar ve fotoreseptorler tizerinde etki eder. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
ise bliylik oranda RPE hiicresinin bazal yiizeyinden sekrete edilir ve koroidal endotel
tizerinde etkisini gosterir. Bu faktorler arasindaki denge anjiojenik g6z hastaliklarinin

gelisimi agisindan ¢ok 6nemlidir (Strauss, 2005).

Pek ¢ok retinal hastaligin RPE hiicrelerini etkileyerek hasar verdigi bilinmektedir
(Mettu ve ark., 2012). Apoptozis, RPE hiicrelerinde siklikla goriilen bir 6liim tipidir.
(Jing ve ark., 2012). Endoplazmik Retikulum stresi, RPE hiicrelerinde ¢alisilan pro-
apoptotik faktorler arasinda yer alir (Kucuksayan ve ark., 2014).

2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum, okaryotlarda lipid sentezi, hiicre i¢i kalsiyum homeostazisi
ve protein katlanmasinin diizenlendigi (Schroder ve Kaufman 2005a) mebranoz ag
yapisinda bir organeldir. Membran yapisina katilan proteinler ile hiicre disina
gonderilecek proteinlerin sentezi ER’de gerceklestirilir (Szegezdi ve ark., 2006).
Yeni sentezlenmis proteinler ER’ye gelerek burada N-glikozilasyon, distilfid
olusumu, hidroksilasyon, oligomerizasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlarina
ugradiktan sonra katlanirlar (Tu ve ark., 2000). Eger proteinlerin katlanmasinda bir
yanliglik oldu ise yanlis katlanan proteinler ER tarafindan diizeltilmeye calisilir
ancak diizeltilemezse bu proteinler yikima gonderilir (Schroder ve Kaufman 2005b).
Bununla birlikte, Endoplazmik retikulum fonksiyon kapasitesinin fizyolojik veya
patolojik durumlarda asilmasi halinde ER liimeninde katlanmamis ya da yanlis
katlanmis proteinlerin birikimi olur. Bu durum Endoplazmik retikulum stresi (ER
Stresi) olarak tanimlanir (Rutkowski ve Kaufman 2004). Katlanmamis ya da yanlis
katlanmis proteinlerin birikimi hiicreler i¢cin toksik etkiye sahiptir. Bu nedenle,
hiicrenin stresi hissederek stresi azaltmasi gerekir. Bu nedenle hiicreler ER stresinin
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etkileriyle miicadele etmek i¢in Katlanmamis Protein Yaniti (UPR, Unfolded protein
response) olarak adlandirilan bir kaskadi kullanir (Kaufman 2002; Szegezdi ve ark.,
2006). Oncelikle UPR kaskad tarafindan hiicrede proteinlerin birikimi azaltilarak ER
islevlerinin diizenlenmesi ve hiicre yasaminin devam ettirilmesi saglanmaya ¢aligilir
(Kaufman, 2002; Lee, 2007). Ancak adaptasyon saglanamazsa ve protein birikimi
devam ederse UPR yanit1 tarafindan hiicre apopitozise yonlendirilir (Kaufman 2002;
Szegezdi ve ark., 2006). Katlanmamig protein yaniti, {i¢ temel stratejiyle ER stresini
azaltarak protein homeostazini diizenler. Bunlardan birincisi, protein translasyonunu
baskilayarak daha fazla katlanmamis protein olusumunu durdurmak; ikincisi,
katlanmamis proteinleri tekrar katlayan ER ile iligkili molekiiler saperonlari
uyarmak; tictinciisii katlanmamis proteinleri ortadan kaldirmaya yarayan ER iligkili
protein yikimini (ER associated protein degradation ERAD system) aktif hale
getirmektir (Jing ve ark., 2012). Katlanmamis protein yanitinin aktivasyonu, Protein
kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), Aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6) ve Inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1) olarak adlandirilan 3 farkli integral
membran proteini tarafindan diizenlenir (sekil 2.5). Endoplazmik retikulum stresi
olusmamis hiicrelerde, PERK, IRE1 ve ATF6, Glukozla diizenlenen protein 78
(Grp78) ile bagh olarak ve inaktif halde bulunur (Bertolotti ve ark., 2000; Liu ve
ark., 2000; Naidoo 2009; Ng, ve ark., 1992). Stresle karsilastifi zaman Grp78
liimene protein katlanmasina yardimci olmasi i¢in gonderilir (Kaufman, 2002;

Naidoo, 2009; Yoshida ve ark., 2001; Zhang ve Kaufman 2008).
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Sekil 2.5 Katlanmamis Protein Yaniti (Seydel, 2012). PERK, Protein Kinaz RNA Benzeri ER
Kinaz; IRE1,Inositol gerektiren kinaz 1; ATF6, Aktive edici transkripsiyon faktorti 6; Grp78,
Glukozla diizenlenen protein 78; (elF)2a, Okaryotik baslama faktorii 2; XBP1, X-box baglayict

protein 1.

Glukozla diizenlenen protein 78 (Grp78), 78 kDa agiriliginda monomerik veya
dimerik formda bulunan bir proteindir. Oligomerik formu depo seklidir. Monomerik
formu ise saperon gorevi goriir (Little ve ark., 1994). Endoplazmik retikulum
membraninda bulunan PERK, GRP-78 ve CCAAT/ enhancer binding protein
homologues protein (CHOP) hiicrede UPR cevabinin olustugunu gosteren

belirteglerdir (Harding ve ark., 1999).

2.3.1. Protein Kinaz RNA (PKR) Benzeri ER Kinaz (PERK) Sinyal Yolu

Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz, ER membraninda yerlesmis Tip [
transmembran serin treonin kinazdir. Normal sartlar altinda Grp78 ile birlikte, inaktif
ve monomerik halde bulunur (Schroder ve Kaufman 2005b; Zhang ve Kaufman
2008). Endoplazmik retikulum kapasitesini asan bir yiikle veya stresle karsilastig
zaman, PERK ile birlikte bulunan Grp78 ayrilir ve protein katlanmasina yardimci
olmasti i¢in liimene gonderilir, PERK ise homodimerize olarak fosforillenir. Fosforile
PERK, PERK’in aktif formudur ve Okaryotik baslama faktorii (elF)2a’y1
fosforilleyerek genel translasyonun durdurulmasini saglar (Kaufman, 2002).
Translasyonun inhibe olmasi sonucu kisa omiirlii proteinler hiicreden temizlenir
(Harding ve ark., 1999; Kaufman 1999; Scheuner ve ark., 2001). Boylece PERK
aktivasyonu ile hiicrenin protein yiikii azaltilarak katlanmamis proteinlerin

diizeltilmesi saglanmis olur (Rasheva ve Domingos 2009; Szegezdi ve ark., 2006).
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Ancak transkripsiyon aktiflestirici faktér 4 (ATF4) gibi mRNA’larin translasyonu
devam ederek miktarlari artar (Rasheva and Domingos 2009; Szegezdi, et al. 2000).
Trankripsiyonu siiren ATF4, bZIP ailesinine ait bir transkripsiyon faktoriidiir (Xu ve
ark., 2005) ve niikleusa girdikten sonra aminoasitlerin taginmasi, glutatyon sentezi,
oksidatif stres direncinde rol alan genlerin transkripsiyonunu aktive eder (Rasheva ve
Domingos 2009). Ayrica ATF4 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive olan C/EBP
homolog protein (CHOP), hiicre oliimiinii tesvik eden bir apoptozis sinyalidir

(Szegezdi ve ark., 2006).

2.3.2. Aktive Edici Transkripsiyon Faktorii 6 (ATF6) Sinyal Yolu

Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6), hiicrede ER stresi olmadiginda, ER
membraninda Grp78 ile birlikte inaktif halde bulunur. Stres durumunda Grp78’in
ayrilmasindan sonra, ATF6 golgiye tasinarak site 1 ve site 2 proteazlar ile sirasiyla
kesilir ve aktiflestirilir. Aktive edici transkripsiyon faktorii 6, aktiflestikten sonra
niikleusa taginir ve burada hedef genlerin aktivasyonunu saglayarak Grp78, Grp94
gibi ER saperonlarinin ekspresyonunu artirtlmasini saglar. Boylece, ER katlama
kapasitesi yiikselir ve strese karsi korunma saglanmaya calisilir (Naidoo, 2009;

Yoshida ve ark., 2001; Zhang ve Kaufman, 2008).

2.3.3. Inositol Gerektiren Kinaz 1 (IRE1) Sinyal Yolu

Inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1), ¢ift aktiviteli bir enzim ve tip I transmembran
proteinidir (Szegezdi ve ark., 2006). Sitoplazmik boliimii endoriboniikleaz ve kinaz
aktivitesine sahiptir. Liimene bakan bolimii ise PERK ile benzer sekilde
dimerizasyon gosterir (Ron, 2002). Diger UPR yolaklarinda oldugu gibi Grp 78 ile
beraberken inaktif halde bulunur. Endoplazmik retikulum stresi sirasinda Grp78’in
ayrilmasiyla dimerize olur ve otofosforillenir. Aktifselen IRE1, RNAaz aktivitesi
kazanir. Aktif IRE1 mRNA X-box baglayici protein 1 (XBP) den 26 niikleotid
uzaklastirir. Kirpilmig XBP1 mRNA translasyona ugrayarak transkripsiyon faktoriine
doniigtir. Boylece ER saperonlarimin ve katlanmaya yardimci olan enzimlerin

ekspresyonunu artirir (Liu ve ark., 2000).

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresiyle indiiklenen Apoptozis Yolaklar1
Endoplazmik retikulum stresinin uzun siirdigii durumlarda, UPR’nin aktivasyonu
ER stresiyle bas etmek icin yetersiz kalir. Boyle bir durumda ER stresi apoptozise

(programli hiicre 6liimii) yol acar (Rasheva ve Domingos, 2009). Protein kinaz RNA
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benzeri ER kinaz, ATF6 ve IRE1 sinyal yolaklar1 sadece hiicre yasamini destekleyen
yollar1 baslattiklar1 gibi ayn1 zamanda apoptozis yolaklarini da uyarirlar (Rasheva ve
Domingos, 2009) ancak direk olarak hiicre oliimiine yol agmazlar. Apoptotik
etkilerini ¢esitli downstream molekiillerinin, transkripsiyon fakt6rlerinin, BCL2
ailesinin tyelerinin, kinazlarin (JNK) ve kaspazlarin aracilik ettigi hiicre 6lim

yolaklarini aktive ederek gosterirler (Xu ve ark., 2005) (sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Endoplazmik Retikulum Stresiyle indiiklenen Apototik Mekanizmalar (Seydel, 2012)

2.4.1. CHOP (CCAAT/ Enhancer Binding Protein (C/EBP) Homolog Protein)
Indiiksiyonu

Transkripsiyon faktorii CHOP, hiicrede dinlenme durumunda ¢ok diisiik seviyelerde
eksprese edilir. Endoplazmik retikulum stresi durumunda ise ekspresyonu artar.
Endoplazmik retikulum membraninda yer alan PERK, ATF6 ve IRE-1, CHOP
transkripsiyonunu  aktiflestirebilir. ~ Ancak  PERK-elF2a- ATF4  yolunun
aktivasyonuda CHOP icin gereklidir. Endoplazmik retikulum stresinin erken
doneminde PERK sinyal yolunun aktivasyonu protein sentezinin inhibe ederek hiicre
yasamint diizenlemeye calisir ancak ER stresinin daha ileri asamasinda, PERK-

elF2a- ATF4 yolu CHOP’ un ekspresyonunu indiikler ve apoptozisi diizenler.
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2.4.2. BCL2 Protein Ailesi

BCL2 protein ailesinin tyeleri (BCL2, BAX, BAK, BIK), mitokondriyal aracili
apoptoziste oldugu gibi ER stresiyle uyarilan apoptozistede hiicre o6liimiiniin
diizenlenleyicisi olarak Onemlidir. Endoplazmik retikulum stresiyle indiikklenen
apoptozisde BCL2 ailesinin iiyeleri olan BAX ve BAK iki yolla etki eder. Birinci
yol; ER stresi sirasinda BAX ve BAK, ER membraninda konformasyonel
degisiklikler gecirir ve oligomerize olur ve ER’den stoplazmaya Ca™*‘un salinmasina
yol acar. Sitozolde Ca™ konsantrasyonunun artmasi kalpaini aktive eder. Aktif
kalpain prokaspaz 12°yi keserek aktive eder. Aktif kaspaz 12’de prokaspaz 9'u keser
ve aktive eder boylece kaspaz kaskadi aktiflenmis olur. lIkinci yolda ise
mitokondrinin sitozolik Ca™**u almasi mitokondriyal i¢ membran depolarizasyonuna

ve sitokrom C salinimina yol acar. Bu da kaspaz 9’un aktivasyonuna neden olur.

2.4.3. JNK Aktivasyonu

Endoplazmik retikulum stresinde bagka bir apoptotik yol c-jun NH2- terminal kinaz
(JNK) yoludur. Etkisini gen ekspresyonu diizenleyerek gosterir ve strese karsi yasam
ve hiicre 6lumii arasindaki tespiti saglar. Endoplazmik retikulum stresi yolunda JNK
aktivasyonunun iglevsel 6nemi heniiz tam olarak a¢iklanamamistir. Ancak UPR’nin
IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi ile aktive oldugu bilinmektedir. IRE-1- TRAF2
etkilesimi ATF3’i aktive ederek apoptozisi tetikler. Ayrica JNK’nin, fosforilasyonla
BCL2 proteinini diizenledigi de bilinmektedir (Seydel, 2012).

2.4.4. Kaspaz Aktivasyonu

Apoptozis veya programlanmis hiicre 6liimii, gelisim ve doku homeostazinda kritik
bir rol oynayan 6nemli bir fizyolojik siirectir. Apoptozun ilerlemesi, belirli kosullar
altinda bir dizi sinyal kaskadiyla diizenlenir. Kaspaz-kaskad sistemi, hiicre igi
apoptotik sinyallerin indiiksiyonunda, transdiiksiyonunda ve amplifikasyonunda
hayati roller oynar. Apoptoz ile yakindan iliskili kaspazlar, aspartat-spesifik sistein
proteazlar1 ve interlokin-1 beta doniistiiriicii enzim ailesinin {iyeleridir. Kaspazlarin
aktivasyonu ve islevi, apoptoz proteini inhibitorii, Bel-2 ailesi proteinleri, kalpain ve
Ca®" gibi ¢esitli molekiil tiirleri tarafindan diizenlenir (Fan ve ark., 2005). Kaspazlar,
hiicrelerin i¢inde inaktif olarak bulunurlar ve apoptozisin uyarilmasindan sonra aktif
enzim formuna donlismek i¢in islem goriirler. ER stresiyle ilgili ¢calismalarda kaspaz

12, 3, 6, 7, 8 ve 9 islevleri gosterilmistir. Kaspaz 12, ER stresiyle indiiklenen
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apoptozisin anahtar mediyatortidiir ve ¢esitli yollardan aktive olabilir. Birinci yol;
sitoplazmik proteaz olan kalpainler kalsiyum tarafindan aktive olur ve kaspaz 12’yi
aktive eder. Aktif kaspaz 12, prokaspaz 9’u keser ve kaspaz 9’da kaspaz 3’1 keserek
aktiflestirir. Sonucta apoptozis gerceklesir. Ikinci yol; kaspaz 12, IREI ve adaptor
protein TRAF?2 ile baglantili olarak oto-aktive olabilir. Ugiincii yol; bazi apoptotik
uyarilara cevap olarak Kaspaz 7 direk olarak kaspaz 12’yi aktive edebilir (Seydel,
2012).

Apoptozis ER stresinde hiicre 6liimiinii uyaran 6nemli bir mekanizmadir. Ancak ER
stresiyle indiiklenen apoptozisi diizenleyen mekanizmalar heniiz tam olarak
aciklanamamistir (Rasheva ve Domingos, 2009). Bununla birlikte ER stresi
varliginda sifingomyelin metabolizmasinda degisim oldugu ve seramid birikimi

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

2.5. Sfingolipidler

Yaklasik yiiz yil once tiim okaryotik hiicrelerin iki katli lipid membranla g¢evrili
oldugu ve bu memranin hiicre gecirgenliginde 6nemli rolleri oldugu 6nerilmistir. Son
gectigimiz 20 ya da 30 yilda, lipid ¢ift tabakanin bilesenlerini ve sinyalizasyondaki
rolinii arastiran ¢alismalar ile son zamanlarda yapilan lipidomik c¢alismalar, lipid
tabakanin yapisi ve fonksiyonel karmasikligi hakkinda tekrar diisiinmeye yol
acmistir. Bugiin 6karyotik hiicre memraninda gliserolipidler, sfingolipidler (SL) ve
steroller olarak adlandirilan ti¢ biiyiik lipid sinifinin bulundugu bilinmektedir (Lahiri

ve Futerman, 2007).

Stingolipidler, ilk kez 1884 yilinda J. L. W. Thudichum tarafindan sinir dokusundan
izole edilmistir (Rotstein, et al. 2010). Ttim sfingolipidlerin omurgasini, sfinganin ve
sfingozin (sph) denilen uzun zincirli sfingoid baz olusturur. Stingozin, sfinganinden
farkl1 olarak trans 4-5 cift bagi icerir. Bu c¢ift bag yapisi sfingozin temelli
sfingolipidlerde bazi biyoaktif roller igermesi bakimindan onemlidir (Lahiri ve
Futerman, 2007). Altmistan fazla sayida farkli sfingoid baz tiirii rapor edilmesine
ragmen, memeli sfingolipidlerinde en fazla bulunan sfingozin, 18-20 karbon

atomundan olusan ve C 4-5 pozisyonunda trans ¢ift bag bulunan bir amino alkoldiir.

Sfingozinin C-2 pozisyonuna N-agilasyon ile bir yag asidi baglanmasiyla seramid

olusur. Sfingozine baglanan yag asidinin zincir uzunlugu 2-28 karbon arasinda
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degisir ve genellikle doymustur. Ancak spermler gibi bazi 6zel hiicreler ¢ok uzun
zincirli (C24-C34) ¢oklu doymamis yag asitlerine sahiptir. Seramid, bircok karmasik
sfingolipidin omurgasint olusturan en basit sfingolipiddir. Seramidin C-1
pozisyonuna fosforilkolin baglanmasi ile sfingomyelin (SM) olusur. Ayni pozisyona
glukoz veya galaktozun baglanmasi ise glikosfingolipidlerin (GSL) olusumunun ilk

basamagini olusturur ( sekil 2.7) (Rotstein ve ark., 2010).

Sefamid Glecser
(Palmitoil-sfingozin)

Sekil 2.7 Sfingolipdlerin Yapisi. S1P, sfingozinl-fosfat; SM, sfingomyelin; Gleser, glukozil seramid
(Lahiri ve Futerman 2007).

2.5.1. Sfingolipid Metabolizmasi

Sfingolipid metabolizmasinin biyokimyasal yolaklar1 iyi tanimlanmis olup,
endoplazmik retikulum (ER) / Golgi aparati ve lizozomlardaki hiicre i¢i sentez ve
bozunma bolgeleri genis bir sekilde karakterize edilmistir (Lahiri ve Futerman,
2007). Sfingolipid metabolizmasinin merkezi molekiilii seramiddir. Seramid, iki ana

enzimatik mekanizma tarafindan {Uretilir. Bunlardan birincisi, endoplazmik
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retikulumda gerceklesen de novo sentez yoludur. Ikincisi, farkli sfingomiyelinazlar
(SMaz'ler) tarafindan gergeklesen SM'nin hidrolizidir (Andrieu-Abadie ve Levade,
2002). Her iki yol da benzer bir biyolojik amaca ulagmak i¢in farkli veya es zamanl
olarak indiiklenebilir. Bu yolaklardan hangisinin hakim olacagi ise uyaranlara ve

hiicre tiirtine baghdir (Rotstein ve ark., 2010).

De Novo Sentez Yolu: De novo sentez yolunda sfingolipid sentezi, serin ve
palmitoil CoA'nin serin palmitoil transferaz ile kondanse edilerek 3-ketosfinganin
olusturulmasiyla baslar. 3-ketosfinganin, 3-ketosinganin rediiktaz ile indirgenerek
sfinganin olusur. Sfinganine dihidroseramid sentaz (sfinganin N-aciltransferaz)
tarafindan acil grubunun eklenmesiyle dihidroseramid olugsur. Dihidroseramid ise
dihidroseramid desatiiraz/rediiktaz enzimi ile trans 4-5 c¢ift bagi eklenmesiyle

seramide doniistiiriiliir. Bu reaksiyonlarin hepsi ER'nin limeninde gergeklesir.
Seramid en az bes farkli tirliniin 6nciistidiir (sekil 2.8) (Lahiri ve Futerman, 2007).

a) Seramid, ER’nin lumenal yapraginda bir UDP-galaktoz vericisinden galaktoz
aktarilmasiyla galaktosilseramide (GalCer) glikosile edilebilir.

b) Seramid, seramid kinaz ile fosforile edilerek seramid 1-fosfat olusturulabilir.

¢) Seramid, seramidaz enzimi ile deacilasyona ugrayarak sfingozin ve serbest yag
asidine ayrilabilir.

d) Seramide fosfotidil kolinden fosforil kolin transferi ile sfingomyelin
sentezlenebilir.

e) Seramidin son kaderi glukozil seramide (GlcCer) glikasyonudur. (Lahiri ve
Futerman 2007).
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Sekil 2.8 Sfingolipidlerin Metabolizmasi (Lahiri ve Futerman 2007).

Seramid-1-fosfat ve SM haricindeki metabolitler daha da metabolize edilebilir.
Seramidin N-a¢il zinciri seramidaz enzimi ile hidroliz edilerek sfingozin olusabilir.
Onemli bir sinyal molekiilii olan sfingozin (Ma ve ark., 2005), sfingozin kinaz (SK)
ile fosforile edilerek sfingozin 1 fosfat (S1P) olusturulabilir. Sfingozin 1 fosfat
onemli bir birinci ve ikinei haberci oldugundan, seviyelerinin regiilasyonu kritiktir ve

bir mikrozomal S1P fosfataz aktivitesi ile tekrar sfingozine doniistiiriilebilir.

Alternatif olarak S1P, S1P liyaz ile SL olmayan iki {riin, hekzadekanal ve
etanolamin fosfata bozunabilir. Bu iki bilesigin tiretimi SL. metabolizmasi yolaginin
bilinen tek ¢ikis yoludur ¢iinkii sfingolipidlerin lizozomal degradasyonu SL yolagina
geri donen SL metabolitlerini {iretir. Bunlarin bir kismi1 daha sonra SL sentezinin

kurtarma yolunda yeniden kullanilabilir hale getirilebilir (Lahiri ve Futerman 2007).

Sfingomyelin-Seramid Yolu: Memeli hiicrelerinde en yaygin bulunan sfingolipid
tirii olan sfingomyelin (SM), cogunlukla plazma zarlarinda ve lipoproteinlerde
bulunur. Her bir SM molekiilii, bir fosfokolin polar bas grubu, bir yag asidi ve bir
sfingoid uzun zincirli bazdan olusur. Sfingomyelin, fosfodiester baginin SMaz
enzimleri ile hidroliz edilmesiyle seramid ve fosfokoline ayrilabilir. Memelilerde,

farkli genler tarafindan kodlanan ve optimum pH'lar1, katyon gereksinimleri, hiicre
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ici lokalizasyonlar1 farkli olan birka¢ farkli SMaz tanimlanmistir (Andrieu-Abadie ve

Levade 2002).

Asid SMaz: Asid SMaz (A-SMaz), endosomal/lizozomal hidrolaz olarak tanimlanan
ilk SMaz enzimidir (Barenholz,1966) ve aktivasyon icin ¢inko’ya (Zn>") ihtiyag
duyar. Lizozomal asit SMaz enzimleri, esas olarak lipoprotein tiirevli SM'nin
bozulmasinda rol oynar. Ayrica hiicreden hiicre disina salinabilecegi gosterilmistir

(Slotte, 2013).

Notral SMaz: Schneider ve Kennedy tarafindan karaciger ve dalakta yapilan
calismalarda, optimum pH’1 nétr olan bir SMaz tespit edilmistir (Schneider ve
Kennedy, 1967). O zamandan beri, ¢esitli ndtr SMaz bi¢imleri tanimlanmis ancak
heniiz molekiiler diizeyde net bir sekilde karakterize edilmemislerdir. Bu Nétral
SMaz izoformlardan biri plazma membranina bagli olarak bulunur ve magnezyum
(Mg?") bagimli olarak goriilmektedir (genellikle nétr sfingomyelinaz (N-SMaz)
olarak adlandirilir); bir digeri sitozoliktir ve katyondan bagimsizdir; tiglinciisiiniin ise

niikleer oldugu rapor edilmistir.

Alkalin SMaz: Asit ve notr SMaz aktivitelerinin yani sira, intestinal mukoza ve
safrada sindirim ve mukozal hiicre proliferasyonunda rol oynayan bir alkalin SMaz
aktivitesi tespit edilmistir (Andrieu-Abadie ve Levade, 2002). Diyetsel SM'nin
hidrolizi bagirsak sistemindeki hiicreler tarafindan sentezlenen alkalin SMaz
tarafindan gergeklestirilmektedir. Diyetsel SM, gastrointestinal sistemde Onemli
etkileri olan birgok biyoaktif sfingolipid i¢in 6ncii olarak rol oynamaktadir (Slotte,

2013).

Sfingomyelinlerin hidrolizi bu sfingomyelinazlarin bircok hiicre dis1 uyariya yanit
olarak aktive edilmesiyle gerceklesir. Sonu¢ olarak, sfingomyelin seramid ve
fosforilkoline hidroliz olur (Rotstein ve ark., 2010). Kapsamli ¢alismalara ragmen,
belirtilen SMaz'larin her birinin SM hidrolizinde ve &zellikle apoptozisdeki kesin
hiicresel rolii hala belirsiz ve tartismalidir (Andrieu-Abadie ve Levade, 2002). 1989
yilinda Okazaki ve arkadaslari tarafindan yapilan gézlemde, SM hidrolizi ve seramid
olusumunun ¢esitli  hiicre tiplerinde g¢esitli uyaranlarla tetiklenebilecegi

vurgulanmistir (Okazaki ve ark., 1989). Bununla birlikte, SM hidrolizinin
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enzimolojik ve diizenleyici yonleriyle ilgili bazi 6nemli sorular hala ¢oziilememistir

(Andrieu-Abadie ve Levade, 2002).

2.5.2. Sfingolipidlerin Apoptotik Fonksiyonu

Son yillarda sfingolipidlerin ve diger membran lipidlerinin sadece biyolojik
memranlarin yapisal komponenti olmadigi, sinyalizasyon mekanizmalarinda da
hayati rol oynadigi kanitlanmistir (Lahiri ve Futerman 2007). Seramidler, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozis veya inflamatuar cevap, radyasyon ve
kemoterapinin tiimérler tizerindeki etkileri, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, 1s1 veya
UVA yaralanmasi, iskemi-reperfiizyon hasarinin etkilerinin diizenlenmesinde rol
oynar. Is1 soku, iyonize radyasyon, oksidatif stres, progesteron, vitamin D3, tiimor
nekroz faktor (TNF), interlokin (IL)-1a, IL-1B, interferon-y, Fas ligand, okside diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL), nitrit oksit gibi bir ¢ok ekstraseliiler sinyal ya da
uyaranin hiicre i¢i seramid diizeyini hem de novo sentez ile hem de asid ya da nétral
SMaz tarafindan SM hidroliziyle artirdig1 gosterilmistir (Lahiri ve Futerman 2007).
Sfingolipidlerin sinyal iletimindeki rolii {izerine yapilan c¢alismalarin ¢ogu

apoptozisteki rolii tizerine odaklanmustir.

Seramidin apoptozisi nasil uyardigina dair bazi goriisler 6ne siiriilmistiir. Bunlardan
birincisi, seramidin plazma membranindan (PM) {iretildikten sonra tipik olarak
ikincil mesajc1 olarak hareket etmesi ve regiile ettigi proteinlere baglanmasidir.
(Lahiri ve Futerman 2007). Onerilen ikinci ihtimalde, yukaridaki cogu uyarici asid
SMaz’1 aktive eder ve PM’de seramid zengin membran platformu olusumuna sebep
olur. Bu platform sinyal proteinlerini yakalar ve kiimelestirir. Boylece apoptozis
iligkili ~ proteinlerin  oligomerizasyonu saglanarak apoptozis sinyalizasyon
mekanizmas1  baslatilmis  ve  c¢ogaltilmis  olur.  Seramidin  apoptozu
indiikleyebilecegini oneren bir diger mekanizma ise, seramidin mitokondri ile
dogrudan etkilesimi yoluyla mitokondri o©zelliklerini modiile edebilecegi bir
modeldir. Seramid mitokondride sitokrom c¢ ve kiigiik proteinlerin salinimi ig¢in
yeterli biiylikliikte membran kanali olusturarak kaspaz bagimli apoptotik yolak
aktivasyonuna sebep olabilir. Endoplazmik retikulumda sentezlenen seramidin ise
mitokondriye tasinip tasinmadigi bilinmemektedir. Ancak son zamanlarda bazi
lipidlerinin ER ve mitokondri arasinda tagindigi ve iki membran arasinda iligki

kurdugu onerilmistir (Lahiri ve Futerman, 2007).
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Stingozin 1-P, hem birinci hem de ikinci haberci olarak davrandigi i¢in en ilgi ¢ekici
SL’dir. Birinci mesajc1 olarak (parakrin etki) sitoiskeletal yeniden diizenlenmeyi,
hiicre migrasyonunu, anjiogenezisi, vaskiiler maturasyonu, embriyonik kalp
gelisimini, immiinite ve lenfatik trafigi regiile eder. Hiicre i¢i ikinci haberci olarak
kalsiyum homeostazisi, hiicre biiylimesi, tlimorogenezis ve apoptozis baskilanmasina
aracilik eder. Sfingozin 1-P, hiicre biiylimesi ve survival ile iligkili dahil edildigi
biitiin yolaklarda seramid ile ters bir etki gostermektedir. Seramid hiicre biiytime
inhibitorii ve pro-apoptotik etki ile iliskilendirilirken S1P hiicre biiyiimesi ve seramid
aracili apoptozisin inhibe edilmesi ile iliskilendirilmektedir (Lahiri and Futerman

2007).

Seramidin ana metaboliti olan seramid-1-fosfat (C1P) varlig1 ilk kez Dressler ve
Kolesnick tarafindan insan 16semi (HL-60) hiicrelerinde saptanmistir (Dressler ve
Kolesnick, 1990). Seramid-1-fosfat’in ilk 6nce sigan fibroblastlarinda DNA sentezini
ve hiicre boliinmesini uyardig1 gézlemlenerek biyoaktif oldugu rapor edilmistir. 1995
yilinda sentetik kisa zincirli C1P'lerin (C2-C1P ve C8-CI1P) apoptotik kosullara
maruz birakilan sigan fibrolast hiicrelerindeki morfolojik degisiklikleri tersine
cevirdigi gozlenmistir (Gomez-Munoz ve ark., 1995). Yine C1P’1n apoptozisi uyaran
kosullar altindaki kemik iligi kaynakli makrofaj hiicrelerinde hiicre oliimiinii bloke
ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada C1P’in DNA fragmentasyonunu durdugu ve
kaspaz-9/kaspaz-3 yolunu inhibe ettigi gosterilmistir. Boylece C1P’in pro-survival
etkisinin apoptozisi inhibe ederek gergeklestirdigi Onerilmistir. Bununla birlikte
CIP’1n, a-SMaz (Gémez-Muiioz, 2004) ve protein 1 fosfatazi (seramid uyarili
apoptozise atfedilir) inhibe ederek aptotik hiicrelerde artan seramid diizeyini
baskiladig1 ve anti-apoptotik etki gosterdigi kabul edilmistir (Lahiri ve Futerman
2007).

Sonug olarak basit sfingolipidlerden seramid, seramid 1P, sfingozin ve sfingozin
1P’1n proliferasyon, farklilasma, biiytime, yaslanma, apoptozis gibi bir ¢ok hiicresel
olaya dahil oldugu ve seramid’in bu siire¢lerde S1P ile ters etki gosterdigi, seramid 1
fosfatin ise S1P ile benzer fonksiyonlar paylastig1 onerilmistir. Bu durum, yasam ve
O6luim arasindaki dengenin, bu her biri birbirine dontigsebilen sfingolipidlerin
intraseliiler diizeyleri arasindaki hassas kirilabilen dengeye bagli oldugunu
diistindiirmektedir. Denge ise spesifik SL’1 {ireten yada degrade eden enzimler ile
kontrol edilmektedir. (Lahiri ve Futerman 2007). Bununla birlikte ER stresi ve
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sfingolipid metabolitleri arasindaki iliski heniiz tam anlamiyla aydinlatilamamistir.
Seramid {retiminin artmasinin ER stresine yol a¢tifi (Contreras ve ark., 2014;
Szpigel ve ark., 2018) ve bu yolla apoptotik etki gosterdigi bilinmektedir (Liu ve
ark., 2014). Nitekim, kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada seramid birikimi ve
ER stresinin kanser hiicresi olimiini tesvik ettigi; S1P, CI1P diizeylerinin

azalmasinin ise hiicre sag kalimini azalttig1 gosterilmistir (Aslan ve ark., 2020).

Ancak heniiz RPE hiicrelerinde ER stresi varliginda sfingomyelin/seramid metabolit
dizeylerindeki degisimler ve apoptozise etkileri arastirllmamistir. Bu c¢alisma
kapsaminda RPE hiicre kiiltiirtinde  olusturulan ER  stres  modelinde
sfingomyelin/seramid ~ metabolitlerinin ~ diizeyleri  ol¢iilmiis ve  apoptoz

degerlendirilmistir. Ayrica TUDCA nin teropotik etkinligi incelenmistir.

Tauroursodeoksikolik asit (TUDCA), ABD Gida ve ila¢ Idaresi (FDA) onayli ve
baz1 kolestatik karaciger hastaliklarinin tedavisi igin kullanilan hidrofilik safra asidi
olan ursodeoksikolik asidin (UDCA) taurin konjugatidir. Tauroursodeoksikolik
asitin, karaciger dis1 ¢esitli hastaliklar tizerindeki potansiyel terapotik etkisini
arastiran arastirmalar her gecen giin artmaktadir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, TUDCA’nin kismen protein katlama kapasitesinin arttirilmasini
sagladigi ve PERK tarafindan aktive edilen elF2a fosforilasyonunu inhibe ettigi
gosterilmigstir. (Vang ve ark., 2014). Bununla birlikte 2017 yapilan bir ¢alimada
TUDCA’nin ER stresini azaltmakla birkte seramid kaynakli vaskiiler hiperaktiviteyi
azalttigi gosterilmis ve TUDCA tedavisinin vaskiiler komplikasyonlarda tedavi
stratejisi olabilecegi diisliniilmiistiir (Zhang ve ark., 2017). Bagka bir calismada ise
insan adenoid kistik karsinomunda seramid kaynakli ER stresi ve hiicre olimiinii
inhibe ettigi gosterilmistir (Liu, 2014). Ancak hala TUDCA’1n teropotik etkisinin

yeni ¢alismalarla desteklenmeye ihtiyaci vardir.

Calismamizzdan ¢ikan sonuglarin RPE hiicrelerinde olusan apoptozis mekanizmasina
151k tutacagi ve potansiyel tedavi yollarinin gelistirilmesine olanak saglayabilecegi

dustiniilmektedir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Medyumunun Hazirlanmasi: Projemizde kullanilan hiicre hatti ARPE-19
hiicre dizisi American Type Culture Collection’dan (ATCC, Manassas, VA, USA)
alindi. Hicrelerin ¢ogalmasi icin ATCC tarafindan formiile edilen medyum
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM): Ham's Nutrient Mixture (F-12), 1:1
(Gibco, Life Technologies Limited, Paisley, UK) kullanildi. 500 ml’lik sise
icerisinde gelen medyum icerisine son konsantrasyonlar %10 (v/v) olacak sekilde 1s1
ile inaktive edilmis fetal bovin serum (heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), %1 olacak sekilde penisilin-streptomisin
(Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) eklendi. Hiicreler 37°C’de, %5
CO? ve %95 nemlendirilmis hava igeren CO? inkiibatoriinde cogaltildi. Hiicreler 80%
yogunluga ulastiginda tripsin-EDTA enzimi (0.05% Trypsin- EDTA; Gibco, Life
Technologies, Paisley, United Kingdom) ile kaldirilarak pasaj yapildi.

Hiicrelerin Pasajlanmasi: ARPE 19 hiicreleri yeterli yogunluga ulastiginda tripsin-
EDTA kullanilarak tutundukalar1 flasklardan kaldirildi ve yeni flasklara pasajlandi.
Tripsin-EDTA enzimi ile kaldirma yapilirken oncelikle meveut medyum flaskdan
uzaklastirilir. Tripsin-EDTA’nin daha iyi etki gosterebilmesi i¢in flaska birkag ml
PBS eklendi. Hiicre i¢i artiklarin PBS ortamina gecebilmesi icin flask birkac¢ dakika
inkiibatorde bekletildi. Bu islemin ardindan PBS atilarak 25 cm®lik flask yiizeyi i¢in
1 mL tripsin-EDTA, 75 em” igin ise 3 mL tripsin-EDTA eklendi. Tripsin-EDTA
eklenmesi sonrasinda hiicreler 5-15 dakika inkiibatorde bekletildi. Hicrelerin
yapistiklart flasktan ayrildiklart mikroskop ile gozlenir gézlenmez 6-8 mL taze
medyum eklenerek pipetaj yapildi. Flasklardan toplanan hiicreler 15 mL’lik steril
santrifiij tliplerine aktarildi ve 125 x g’de 5-7 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda siipernatant atildi. Pelletde kalan hiicrelerin {izerine 6-8 mL taze medyum
eklenerek yeni flasklara paylastirildi. 25 cm®lik flaska son hacim 5-7.5 mL olacak
sekilde, 75 cm®lik flaska son hacim 15-22.5 mL olacak sekilde taze medyum
eklendi. Hiicreler, 37°C’de, % 5 CO; ve % 95 nemlendirilmis hava iceren CO,
inkiibatoriinde tretildi. Alt kiiltiirleme islemi 1 flasktan 3 veya 6 flask elde edilecek
sekilde gergeklestirildi. Bu sekilde pasajlanan hiicrelerin  tam anlamiyla
yogunlagmasi 2-5 giin arasinda gergeklesti. Calismamiz boyunca 10 ile 15’inci pasaj

hiicreleri kullanilda.
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Hiicrelerin Dondurulmasi: Daha sonraki calismalarda kullanilmak tizere hiicrelerin
bir kismi1 stoklandi. Bunun i¢in hiicreler flasktan uygun sekilde kaldirildi ve medyum
eklenerek 125 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Pellette kalan
hiicreler % 95 tam hiicre medyumu ve % 5 (v/v) dimetil siilfoksid (DMSO:;
Calbiochem, EMD Bioscience Inc. La Jolla, CA, USA) igeren dondurma medyumu
icerisinde tekrar siispanse edildi. Hiicre siispansiyonlari, cryo tiiplere dagitilarak
kademeli dondurma yapmak i¢in izopropil alkol iceren dondurma kabi (freezing
container) icinde 4 saat —80°C’de tutuldu. Daha sonra cryo tiipler sivi nitrojen

tankina transfer edildi.

Hiicrelerin Coziilmesi: Dondurulan hiicreler ihtiya¢ halinde deneylerde kullanilmak
tizere ¢oziildi. Hiicre iceren vial 37°C su banyosunda hafif¢e sallanarak ¢oziildi.
[cerigi ¢oziiliir ¢oziilmez vial su banyosundan uzaklastirilirak dis yiizeyi %70’lik
alkolle temizlendi. Bu asamadan sonraki islemler sik1 aseptik kosullar altinda yapildi.
ImL’lik vial igerigi tlipe bosaltilip lizerine damla damla 9 mL. medyum eklendi. 125
x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve silipernatan atildi. Hiicre iceren pellet uygun
medyumla tekrar stispanse edildi ve kiiltiir flasklarina dagitildi. Hiicreler, 37°C’de,
%5 CO2 ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde tretildi

(Kucuksayan ve ark., 2014).

RPE Hiicrelerinde ER Stresi Olusturulmasi: Calismamizda, ER stresi
Tunikamisin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile olusturuldu. Tunikamisin’in
DMSO’daki ¢oziniirligii 10 mg/mL’dir. 10 mg Tunikamisin 1 mL DMSO’da
¢oziildi. Boylece hazirlanan ¢6zeltinin konsantrasyonu 10 mg/mL olmustur. Buda 10
png/ul’dir. Seyreltme islemleri bu hazirlanan stok ¢o6zeltiden yapildi. Literatiirde
Tunikamisinin ER stresi olusturmak ig¢in rapor edilen dozu 10 pg/mL’dir
(Kucuksayan ve ark., 2014). Calismamizda kullanilan tunikamisin dozu da 10

pg/mlL dir.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi: Deneyler i¢in 5 farkli grup olusturuldu. Kontrol
grubu (normal retinal pigment epitel hiicreleri); ER stresi grubu (10 pg/mL
tunikamisin ile inkiibe edilen retinal pigment epitel hiicreleri); TUDCA grubu
(TUDCA ile inkiibe edilen retinal pigment epitel hiicreleri); ER stresi + TUDCA
grubu (10 pg/mL tunikamisin ve TUDCA ile inkiibe edilen retinal pigment epitel
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hiicreleri); DMSO grubu (Tunikamisin’in ¢6ziindiigii kadar DMSO ile inkiibe edilen

retinal pigment epitel hiicreleri).

TUDCA Doz Cahsmasi: Literatiirde ER stresi olusturulmus ARPE hiicre hattinda
TUDCA uygulamasi yoktur. Bu nedenle doz calismasi yapilarak MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) testi ile TUDCA’nin
canliliga etkisi degerlendirildi. TUDCA’nin molekiiler agirhigi 521 gram, suda
coziintirliigli ise 100 mg/mL’dir. 52 mg TUDCA (EMD Millipore Corp. Billerica,
MA USA) salin igerisinde ¢oziilerek 100 mM stok ¢ozelti hazirlandi. TUDCA’ nin
farkli dozlar1 bu stok c¢ozeltiden hazirlandi. Calismamizda TUDCA, ER stres
inhibitorii olarak uygulandi.

3.2. Hiicre Canlhihg1 Deneyleri: Hiicre canliligi, kolorimetrik MTT test kiti
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) kullanilarak 6l¢tildii.

MTT Deney Protokolii: Hiicre canliliginin analizi i¢in hiicreler tripsin ile
flasklardan kaldirildi. Tripsini inhibe etmek icin medyum eklenerek hiicreler toplandi
ve 125 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atilir, kalan pellet ise 1 mL PBS
ile resiispanse edildi. Ardindan hiicre siispansiyonu 75cm?’lik flaskta son hacim 10
mL olacak sekilde medyum ile seyreltilerek mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi.
Elde edilen deger ml.’de bulunan hiicre sayisin1 gosterdi. Hiicreler her kuyuya 100
uL hiicre stispansiyonu i¢inde 1000-50000 hiicre olacak sekilde ayarlanarak ekildi.
Hiicrelerin yapismasi ic¢in flask bir gece inkiibe edildi. Daha sonra medyum
uzaklastirilarak kuyucuklara deney gruplari i¢in belirlenen dozlar belirli siirelerde

uygulandi.

MTT Analizi icn Deney Gruplarina Uygulanan Dozlar

Kontrol Grubu: Hiicre medyumu,
DMSO Grubu: 1 uL / mL DMSO,
Tunikamisin Grubu: 1-10 pg / mL TM,
TUDCA Grubu: 0.1-5 mM TUDCA,

Tunikamisin+tTUDCA Grubu: 10 pg / mL TM + 0.1-5 mM TUDCA.
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Belirlenen dozlarin uygulanmasinin ardindan hiicreler 18-24-48 h boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon siireleri bittiginde her kuyucuga 100 pL taze medyum ve 10 pL
A+B soliisyonundan (MTT+PBS) eklenerek 4 saat boyunca 37°C’de, % 5 CO; ve
%95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda her kuyuya 100 uL soliisyon C eklenerek pipetaj
yapildi. Soliisyon C’deki izopropanol, canli hiicre igeren kuyularda MTT den olusan
ve kuyunun dibinde siyah, ince kristaller olarak goriinen formazami ¢6zerek
absorbans 6l¢timii i¢in uygun homojen mavi bir soliisyon meydana gelmesini sagladi.
Soliisyon C eklendikten sonra 1 saat i¢inde ELISA plate okuyucusunda (MicroQuant
Plate Reader, Bio-Tek Instruments Inc. Vermont, USA) 570 nm dalga boyu ve 630
nm referans dalga boyunda plagin okumasi yapildi. Deney gruplarinin formazan

tiretimi, kontrol hiicrelerinden elde edilen degerlerin yiizdesi olarak ifade edildi.

3.3. Immiinofloresan Boyama

ER Stresinin Belirlenmesi: Endoplazmik retikulum stresine bagli bozuk katlanma
gosteren proteinlerin birikimi UPR yanitinin gelismesine neden olur. GRP78,
hiicrede UPR cevabinin olustugunu gosteren protein belirtegleri arasindadir.
Calismamizda, RPE hiicrelerinde = GRP78  proteinin  ekspresyon tayini

immiinfloresans mikroskobi yontemiyle belirlendi.

NF—kB p65, Cleaved Kaspaz-3 ve Kaspaz 12: Inflamasyon belirteci NF—B p65,
apoptozis belirteci cleaved kaspaz-3 ve kaspaz 12 proteinlerinin ekspresyon tayini
immiinfloresans mikroskobi yontemiyle yapildi. GRP78, NF—«B p65, cleaved
kaspaz-3 ve kaspaz 12 immiinfloresans mikroskobi yontemiyle protein ekspresyon

tayini i¢in ayni prosediir uygulandi.

Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Bloklama Cozeltisi
e 1,5 g BSA (Bovine Serum Albumin)
e 0,134 g NH4CI
e 0,0375 g Glisin
e 50mL PBS
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Permeabilizasyon Cozeltisi

e 100 pL Triton X-100

e 100 mL PBS
Antibody Diliient

e 10 uL Tween-20

e 5000 uL PBS
Yikama Cozeltisi

e 80 uL Tween-20

e 40 mL PBS

Tiim ¢ozeltiler deney yapilacagi giin taze hazirlandi ve kullanana kadar +4'C’de

bekletildi ( PBS olarak da tablet seklindeki PBS kullanilir.

Protokoliin Uygulanmasi:

1) Chamber Slide’in (Merck Millipore,Cork, Ireland) her kuyucuguna yaklagik
100000 hiicre inkiibasyondan bir giin 6nce yapismalari i¢in ekilir.

2) Kuyucuklardaki hiicreler en az %70 konfluent oldugunda deney gruplarinin
uygulamalari ve inkiibasyonu yapilir.

3) Inkiibasyon bitiminde medyum aspirasyon cihazi ile ¢ekilir.

4) Hiicrelerin kurumamasi i¢in her kuyucuga soguk PBS eklenir (ortalama 2 mL). Bu
islem iki kere tekrar edilir.

5) Taze hazirlanmis %4’liikk formaldehit ile 5 dakika boyunca fikse edilir.

6) Formaldehit uzaklastirilarak soguk PBS ile 2 kere kisa siireli yikama yapilir.

7) Permeabilizasyon c¢ozeltisi ile (PBS ic¢inde %0.1 Triton X-100) 5 dakika oda
1s1sinda inkiibe edilir.

8) Permeabilizasyon ¢ozeltisi atilir ve yikama yapilmaz.

9) Bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat inkiibe edilir.

10) Inkiibasyon sonunda bloklama ¢ozeltisi atilir ve ilgili kuyucuga seyreltilen
antikor damlatilir. Anti-GRP 78 (1:100, #ab21685 Abcam, Cambridge, MA, USA);
anti-NF—«B p65 (1:100, #ab16502, Abcam, Cambridge, MA, USA); anti-cleaved
kaspaz-3 (1:100, #9664, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA); anti-
kaspaz 12 (1:100, #ab62463 Abcam, Cambridge, MA, USA) antikorlar1 iiretici
firmanin prosediiriine gore seyreltilerek her kuyucuk i¢in 100 pl olacak sekilde

hesaplama yapilarak uygulanir.
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11) Oda sicakliginda hafif 1slak gazli bir bezle nemli ortam olusturulur ve Slide’lar
bir kap igerisinde bir gece boyunca ikniibasyona birakilir.

12) inkubasyon sonunda her kuyucukta farkli antikorlar oldugu i¢in pipet ucu
degistirilerek antikorlar uzaklastirilir.

13) Yikama ¢ozeltisi ile ¢cok fazla beklemeden 2 kere yikama yapilir.

Protokole Karanlik Odada Devam Edilmesi:

1) Floresans isaretli antikor (Alexa Fluor-488 conjugated goat anti-rabbit; A11008
life Technologies, USA), antibody diliient ile 1:300 oraninda diliie edilir.

2) Yikama ¢ozeltisi uzaklastirilarak hazirlanan floresans isaretli antikor her kuyucuga
100 pl damlatilir.

3) Oda sicakliginda hafif 1slak gazli bir bezle nemli ortam olusturularak Slide’lar bir
kap igerisinde 1 saat boyunca inkiibasyona birakilir.

4) Siirenin sonunda sekonder antikor Slide’in kenarindan hafifce c¢ekilerek
uzaklastirlir.

5) Yikama soliisyonuyla kisa stireli 2 kere yikama yapilir.

6) Chamber Slide’in kuyucuklarin olusmasini saglayan duvar kismi kendi aparati
yardimiyla tabanindan yavas¢a ayrilir bu kisim fazla kuvvet uygulamadan ve
antikorlu yiizeye gegmeden dikkatlice yapilmalidir.

7) Chamber Slide’n tabami olan lam kismu iizerine 1 damla DAPI’li (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) kapatma medyumu damlatilir.

8) Lam iizerine DAPI damlatildiktan sonra hava kabarcig1 kalmadan temiz bir lamel
ile kapatma yapilir.

9) Slaytlar fluoresans mikroskobu (Olympus BX61 fully automated, Tokyo, Japan)
altinda incelenir ve fluoresans yogunlugu NIH ImageJ 1.44p software kullanilarak

Olctliir.

3.4. Sfingomiyelin ve Seramidlerin LC-MS/MS ile Ol¢iimii

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

sfingomyelin 6l¢timleri yapilmaktadir (Ozer ve ark., 2018).
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Standartlarin Hazirlanmasi: N-palmitoil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin (C16 SM),
N-stearoil-D-eritro-sfingosilfosforilkolin ~ (C18  SM),  N-lignoseroil-D-eritro-
sfingosilfosforilkolin (C24 SM), N-palmitoil-D-eritro-sfingozin (C16 CER), N-
stearoil-D-eritro-sfingozin (C18 CER), N-arasidoil-D-eritro-sfingozin (C20 CER),
N-behenoil-D-eritro-sfingozin (C22 CER) ve N-lignoseroil-D-eritro-sfingozin (C24
CER) standartlart Avanti Polar Lipids’ten (Alabaster, AL, USA), isaretli C16 CER
d18:1/16:0 (Palmitoil-U-13C16) internal standard ise Cambridge Isotope
Laboratories’ten (Andover, MA, USA) temin edildi. Her bir sfingolipid standart
cozeltisi metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ile ¢oziildii ve 40°C'de

sonikasyon yapilarak hazirlandu.

Ol¢iim Metodu: Daha 6nce tanimlandig gibi, ultra hizli sivi kromatografisi (UFLC)
sistemine bagli MS/MS kullanilarak optimize edilmis ¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) metodu gelistirilmistir (Ozer, et al. 2018). Kromatografik ayrimlar HPLC
kolon (XTerra C18, 2.1 mm x 50 mm, Waters, MA, USA) ) kullanilarak 60°C’de
yapiuldi. Akis hiz1 0.450 ml/dk ve injeksiyon hacmi 10 pL. olarak uygulandi. Mobil
faz A, Su/Asetonitril/ Isopropanol (80:10:10 v/v/v icinde 10 mM amonyum format);
Mobil faz B Asetonitril/isopropanol (90:10 v/v i¢ginde 10 mM amonyum format)
hazirland1 Gradient, 0 dk %65 Mobil Faz B; 0-2 dk %65 Mobil Faz B; 2.01-13 dk
%90 Mobil Faz B; 13.01-20 dk %100 Mobil Faz B; 20.1-23 dk %65 Mobil Faz B
olarak uygulandi. Sfingomyelin ve seramidler i¢in kalibrasyon araligi 39-625 ng/mL
linear kalibrasyon araliginda optimize edildi. Ornek 6l¢iim siiresi 30 dakika olarak
ayarlandi. Pozitif elektro-sprey-iyonizasyon (ESI) modunda o&l¢iim yapildi. Her
bilesigin MRM gecisleri ve yanitlar1 otomatik olarak optimize edildi. Tiim analiz

edilen sfingolipidlerin pozitif ESI-MS mod ana ve iiriin m/z degerleri su sekildedir:
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Tablo 3-1 Analiz Edilen Sfingolipidlerin Ana ve Uriin m/z Degerleri

Sfingolipidler Ana iyon m/z Uriin Iyon m/z
16:0 SM (d18:1/16:0) 703.30 184.20
18:0 SM (d18:1/18:0) 731.40 184.20
24:0 SM (d18:1/24:0) 815.50 184.20
C16 Seramid (d18:1/16:0) | 2350 264.40
C16Seramid 554.30 264.30
(d18:1/16:0)*IS

C18 Seramid (d18:1/18:0) | 26-30 264.40
(20 Seramid (d18:1/20:0) | 22460 264.50
22 Seramid (d18:1/22:0) | 62269 264.40
24 Seramid (d18:1/24:0) | 63040 264.30

16:0 SM (d18:1/16:0), N-palmitoyl-D erythro-sphingosylphosphorylcholine
18:0 SM (d18:1/18:0), N-stearoyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholine
24:0 SM (d18:1/24:0), N-lignoceroyl-D-erythro sphingosylphosphorylcholine
C16 Ceramide (d18:1/16:0), N-palmitoyl-D-erythro-sphingosine

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

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

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

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

Hiicreler I¢in Ornek Hazirlanmasi

1. Inkiibasyon medyumu atild1.

2. Kalan medyum PBS ile temizlendi.

3. 75 cm® flask icin 3 mL tripsin-EDTA eklenir. 5-15 dakika beklendi.

4. Tripsini inhibe etmek i¢in 3 ml medyum eklendi ve hiicreler toplanarak satrifiij
edildi.

5. Iml PBS i¢inde hiicre sayim1 yapildi.

7. Kalan pellete 3-5 x 10° hiicreye 1 mL olacak sekilde PBS eklendi.

8. Hiicre ¢ozeltisi 20 kere 1 saniye araliklarla sonike edildi.

9. Hiicre stispansiyonu 20000 x g’de +4°C’de 10 dakika satrifiij edildi. Stipernatant
calisma yapilana kadar -80°C’de saklandh.
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LC-MS/MS i¢in Ornek Hazirlanmasi: Sfingolipid ekstraksiyonu daha énce tarif
edildigi sekilde yapildi (Aslan ve ark, 2018).

. 500 pL hiicre lizatina, 5 pg/mL internal standart ¢ozeltisinden 2 pl konuldu.
. Uzerine 375 uL kloroform/metanol (1:2 v/v) ilave edildi.

. Ornekler 30 sn sonike edildi.

. 100 pL distile su ilave edildi.

. Ornekler 5 dk vortekslendi.

. Oda 1s1sinda 30 dk bekletildi.

. 2000 g’de 5 dk santrifiij edildi.

. Stipernatant alindi.

. 125 pL kloroform ve 125 pL distile su ilave edildi.

10. Vortekslendi ve 30 dk oda 1sisinda bekletildi.

o 0 N A N A W N =

11. Yaklasik 500 pL ust-organik tabaka temiz tiibe aktarildi ve yiiksekligi
ayarlanabilir gaz dagitim tinitesi ile sabit bir azot akisi altinda oda sicakliginda
buharlastirildi (VLM, Bielefeld, Germany).

12. Ornek 100 pL metanol:formik asit (99.9:0.1) i¢inde ¢oziildii ve viallere kondu.
Daha sonra HPLC 6rnek siselerine konularak LC/MSMS analizi yapildi.

3.5. GRP78 ve NFkB mRNA Diizeylerinin Belirlenmesi

Primer - Prob Tasarimi ve Optimizasyonu: Tiim mRNA dizileri i¢in kaynak
olarak Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veritabani kullanildi. Primerler
ve problar daha 6nce oldugu gibi Oligoware 1.0 yazilimi kullanilarak tasarlandi
(Yapar, et al. 2005) ve Metabion International AG tarafindan sentezlendi
(Steinkirchen, Germany). Calismamizda kullanilan primerler ve problar Tablo 3.2'de
gosterildigi gibidir. Real time PCR analizi One-run RT PCR kiti kullanilarak
gerceklestirildi (SNP Biyoteknoloji, Ankara, Turkey). Primer konsantrasyonlari,
maksimum ARn'yi (numunenin minimum ve maksimum floresansi arasindaki fark)
olusturacak minimum primer konsantrasyonunu belirlemek i¢in, hem forward hem
de reverse primerlerin degisen konsantrasyonlari ile optimize edildi. Optimum prob
konsantrasyonu, optimum  primer  konsantrasyonlarinda  farkli  prob
konsantrasyonlarinin kullanilmasiyla belirlendi. En diisiik Ct degerini (¢ogaltilan
hedef mRNA’nin sabit bir esik degere ulagmasi i¢in gereken dongii sayisi) iireten

prob konsantrasyonu, optimum prob konsantrasyonu olarak kullanildi.
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Tablo 3-2 Real-time PCR analizi i¢in kullanilan primerler ve problar. OMIM, Online Mendelian
Inheritance in Man; ACTB, actin beta; GRP78, glucose-regulated protein 78-kd; NFkB1, nuclear

factor kappa-b subunit 1.

Gen Accession

Forward Primer 5-CCC AGC ACA ATG AAG ATC

AAG ATC-3'
ACTB OMIM-

Reverse Primer 5'- 102630
GGGTGTAACGCAACTAAGTCATAGTC-3’

Probe 5-AGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAG-3'

Forward Primer 5'-

ACAATCAAGGTCTATGAAGGTGAAAGAC-3'
GRP78 OMIM-

ReversePrimer 5'- 138120
CTCGAAGAATACCATTCACATCTATCTC-3'

Probe 5-ACTTCAATC TGTGGGACCCCACGAG -3’

Forward Primer 5'-

CCTCCACAAGGCAGCAAATAGACG -3’
NFxB1 OMIM-

Reverse Primer 5'- 164011
AGAGTTAGCAGTGAGGCACCACT -3’

Probe 5-AGACAGTGA CAGTGTCTGCGACAGC-3'

RNA Ekstraksiyonu: Total RNA ekstraksiyonu, ticari bir kit olan AxyPrep
Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences, CA, USA) kullanilarak
tiretici talimatlarina gore yapildi. Izole edilen RNA 70 pL TE tamponu [10 mM Tris-
HCI, 0.1 mM EDTA (pH 7.5)] ile ¢oziildi. 490 pL distile suya (1:50 seyreltme) 10
uL ¢oziinmiis RNA eklenerek seyreltildi. Seyreltilen RNA 6rneginin 260 ve 280 nm
absorbansta spektrofotometrik dlciimii yapildi. Orneklerin RNA safligini 260 nm ve
280 nm’de yapilan 6l¢tim sonuglarinin orani ile belirlenir. Buna gore, 6l¢lim sonucu
260nm/280nm < 2 olan &6rnekler analiz i¢in uygun bulundu. Orneklerin RNA
konsantrasyonu ise 260 nm'de yapilan 6l¢iim ile belirlendi. 260 nm'de bir absorbans
tinitesi 40 pg/mL RNA'ya esittir. Kantitatif real-time PCR (Q-RT-PCR) analizi i¢in
her bir 6rnek 66 ng/ul. RNA igerecek sekilde RNaz icermeyen suyla seyreltildi.

Numune Hazirlanmasi: Her bir 6rnek i¢in 5 pLL (330 ng) Total RNA, 18.3 pL. one
run miks, 1.1 pL. primer mix (10 pmol), 1.1 ul prob (5 pmol) ve 0.3 uL. RT/hotstart
Taq mix igerecek sekilde toplam 25,8 uL. 6rnek karisimi hazirlandi.
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Kantitatif PCR Analizi: RT-PCR analizi Mx3000p Multiplex Quantitative PCR
system (Stratagene, CA, USA) kullanilarak yapildi. Kantitatif PCR analizi i¢in PCR
kosullar1 1. Basamak 30 dakika 50 °C; 2. basamak 10 dakika 95 °C ve 3. Basamak
15 saniye 95 °C ardindan 1 dakika 60 °C olmak iizere toplam 40 siklus olacak
sekilde olusturuldu. Her RNA o0rnegi ic¢in Ct degerleri elde etmek tizere
amplifikasyonun log-lineer faz1 izlendi. Tiim reaksiyonlar {i¢ kez tekrarlanarak beta
aktine normalize edildi. Her genin mRNA seviyeleri daha 6nce belirtildigi gibi kat
degisimi olarak 27**Y ifade edildi (Tuzcu ve ark., 2017). incelenen genlerin mRNA
seviyelerinde gergeklesen kontrol grubuna goreceli degisiklik, asagidaki denklemle
hesaplandi:
Kat degisimi= 24"

ACt= (Ct hedef-Ct aktin beta)

AA Ct = ACt uygulama grubu-ACt kontrol

3.6. Kaspaz-3 ve Kaspaz-12 Aktivitesinin Ol¢iimii

Hiicre lizatlarindaki kazpaz-3 (Catalog #K102-100; BioVision Milpitas, CA, USA)
ve kaspaz-12 aktivitesi (Catalog #K139-100; BioVision Milpitas, CA, USA) ticari
fluorometrik kitler ile 6l¢iildii. Deney, substrat olan Asp-Glu-Val-Asp ( DEVD)- 7-
amino-4-triflorometil  kumarin (AFC)’nin  ayrilmasinin  tespit  edilmesine
dayanmaktadir. Mavi 1sik yayan (Amaks = 400 nm) DEVD-AFC’nin ilgili
kaspazlarla ayrilmasi {izerine serbest AFC’nin yaydigi sari-yesil floresans (Amaks =
505 nm) florometre kullanilarak &lgiilebilir. Kontrol grubunun AFC floresans ile
uygulama yapilan deney gruplarindaki AFC floresansinin karsilastirilmasi, kaspaz
aktivitesindeki degisiminin belirlenmesini saglar. Bunun igin yaklagik 1-5 10° hiicre
iceren hiicre lizati kullanildi. Kaspaz-3 i¢in 50 pg ve kaspaz-12 i¢in 100 pg hiicre
lizat proteini iceren Ornek miktar1 belirlendi. Hiicre lizati kit ile saglanan liziz
tamponu i¢inde yeniden siispanse edilerek buz {izerinde 10 dakika bekletilerek kit

prosediirii uygulandi.

3.7. Sfingomyelinaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Notral-SMaz aktivitesi ticari test kiti (Abcam, Catalog # ab138876, Cambridge, UK)
ile olgiilmiistiir. Deney, sfingomiyelinin hidrolizi sonucu olusan fosfokolinin
kolorimetrik bir prob ile dolayli olarak 6l¢iilmesi ile SMaz aktivitesinin belirlenmesi
esasina dayanir. Orneklerin SMAaz diizeylerinin dlgiilebilmesi i¢in 6ncelikle bilinen
miktarlarda sfingomiyelinaz standartlarina ait absorbans degerlerinin standart egrisi
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olusturuldu. Orneklerin SMaz aktivitesi (mU/mL) standart egride karsilik gelen

absorbans degerlerinden hesaplandi.

3.8. Seramid-1-Fosfat Diizeylerinin Ol¢iimii

Seramid-1-fosfat diizeyleri ELISA kit (Shanghai YL Biotech Co., Ltd. Catalog #
YLA3764HU Shanghai, China) ile 6l¢iildii. Bu test kiti sandvi¢ ELISA yontemi ile
calisir. Kit prensibine gore hiicresel C1P monoklonal antikor tarafindan yakalanir ve
biyotin etiketli poliklonal bir antikor ile tespit edilir. Daha sonra biyotinile antikora
streptavidin-peroksidaz konjugati baglanir. TMB substrat, enzim kongugati
tarafindan 450 nm'de Ol¢iilebilen sar1 renkli bir trtine dontstiirilir. Bilinen C1P
standartlarinin absorbans degerlerinin standart egrisi, GraphPad Prism Software
program for windows version 5.03. (Graph- Pad Software Inc.) kullanilarak C1P
standart konsantrasyonlarinin bir fonksiyonu olarak ¢izildi. Numunelerdeki CI1P

miktari, standart egri kullanilarak karsilik gelen absorbans degerlerinden hesaplandi.

3.9. Protein Tayini

ARPE-19 Hiicre lizatlarinda protein tayini modifiye Bredford yontemine dayanan
ticari bir kit (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210) ile yapildi
(Bradford, 1976).

Islemler: 1 uL hiicre lizat1 999 pL distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 mLL CPPA (Coomassie Plus Protein Assay) reaktifi eklendi ve 595 nm’de
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak okutuldu. Standart g¢alismasi ise,
numune yerine artan konsantrasyonlarda 1:1000 sulandirmaya sahip 2 pg/ul. bovin

serum albiimin (BSA; Albiimin Bovina, Pierce-23209) kullanilarak yapildi.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Hiicre lizatlarindaki protein miktar1 standart

grafigi kullanilarak hesaplandi.

3.10. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz SigmaStat istatistiksel yazilim versiyonu 3.5 (Sigma, St. Louis,
MO, USA) kullanilarak yapildi. Her 6l¢tim igin istatistiksel analiz, sekil ve tablo
aciklamalarinda agiklanmistir.  Gruplart  SigmaStat istatistik  yazilimi ile
karsilastirmak i¢in once normallik testi yapildi. Basarili bir test, verilerin normal
dagilima sahip bir popiilasyondan alinmasi durumunda verilerin beklenen modelle

eslestigini gosterdi. Ornek veriler normal olarak dagitilmamissa, normallik testi
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basarisiz oldu. Boyle bir durumda yazilim parametrik olmayan bir test yapti. Deney
gruplar1 ya Tek Yonli ANOVA (varyans analizi) ya da Kruskal-Wallis testi ile
karsilastirildi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunda, tam olarak hangi
gruplarin farkli oldugunu belirlemek i¢in post-hoc testler olarak da bilinen ¢oklu

karsilastirma prosediirleri kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhih@nin Analizi

Sekil 1A, RPE hiicrelerinin zaman ve doz bagimli canlilik analizini gostermektedir.
ARPE-19 hiicrelerinin 18-48 saat boyunca 1 pl/mL DMSO ve 1 pg/mL TM ile
inkiibasyonu sonucu sitotoksisite gozlenmedi. Ayni siirelerde 10 pug/mL TM
uygulamasinin ise anlamli derecede sitotoksik oldugu goriildii. 10 pg/mL TM ile 24
ve 48 saat inkiibe edilen hiicrelerin canlilig1, kontrol gruplar ile kiyaslandiginda, TM
uygulamasinin hiicre canliligin1 6nemli 6l¢tide azalttigi goriildii. Hiicrelere 0,1-0,25
mM veya 1-5 mM TUDCA ile 10 pg/mL TM’nin birlikte uygulanmasi hiicre
canliligint arttirmadi. 24 saat boyunca 0.5 mM TUDCA ve 10 pug/mL TM birlikte
uygulanan deney grubunda hiicre canlilig1 belirgin bir artig gosterdi (sekil 1A). Sekil
1B, 24 saat boyunca uygulanan 0.1-5 mM TUDCA'"in hiicre canlilig1 tizerindeki
doza bagli etkisini gostermektedir. TUDCA uygulamasi yapilan hiicreler ile
uygulama yapilmayan kontroller karsilastirildiginda hiicre canlilig1 agisindan anlamli
bir fark gozlenmedi. Sekil 1C, 24 saat boyunca 1 pLL/mL DMSO; 0.5 mM TUDCA;
10 pg /mL TM ve 10pg/mL TM + 0.5 mM TUDCA uygulanan ARPE-19
hiicrelerinde meydana gelen morfolojik degisiklikleri gostermektedir. 10 pg/mL TM
ile muamele edilen hiicrelerde, hiicre biiziilmesi, ayrilmast ve yuvarlanmasi gibi
morfolojik degisiklikler gozlendi. Ayrica TM grubunda hiicre popiilasyonunda bir
azalma kaydedildi.
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Sekil 4.1 Hiicre Canlihiginin Analizi. A) Hiicre canlilik analizi: DMSO, 1 pg/mL dimetilsiilfoksid
uygulanan hiicreler; TM1, 1 pg/mL tunikamisin uygulanan hiicreler;TM10, 10 pg/mL tunikamisin
uygulanan hiicreler; TM + TD, 10 pg/mL tunikamisin ve belirtilen dozlarda TUDCA uygulanan
hiicreler. Gosterilen veriler 6 ayr1 deneyi temsil etmektedir. Degerler ortalama + SD olarak verildi.
[statsitiksel analiz tek yonlii varians analizi ile yapildi ve gruplar arasi farkliliklar Tukey testi ile
degerlendirildi. *, p < 0.001 18h kontrol ile karsilagtirildiginda. **, p < 0.001 18h kontrol, 18h
DMSO, 18 h TM1, 18 h TM + TD 0.5 mM ve 18 h TM + TD 0,75 mM ile karsilastirildiginda. #, p <
0.001 24h kontrol, 24 h DMSO ve 24 h TM + TD 0.5 mM ile karsilastirildiginda. ##, p < 0.001 24h
kontrol, 24h DMSO, 24 h TM1,24 h TM + TD 0.5 mM ve 24 h TM + TD 0,75 mM ile
karsilastirildiginda. +, p < 0.001 48h kontrol ile karsilastirildiginda. B) TUDCA'nin 24 saatlik zaman
diliminde hiicre canliligi tizerindeki doza bagh etkisi: Gosterilen veriler 3 ayr1 deneyi temsil
etmektedir. Degerler ortalama + SD olarak verildi. C) ARPE-19 hiicrelerinin ters 151k mikroskobu
altinda gozlenen morfolojik degisiklikleri (20X biiytitme). DMSO, 24 saat boyunca 1 pg/mL
dimetilstilfoksid uygulanan hiiceler; TUDCA, 24 saat boyunca 0.5 mM taurodeoksikolik asid

39



uygulanan hiicreler; TM; 24 saat boyunca 10 pg/mL tunikamisin uygulanan hiicreler; TM+TD, 24
saat boyunca 10 pg/mL tunikamisin ve 0.5 mM taurodeoksikolik asit uygulanan hiicreler.

Elde edilen verilere gore diger deneylerde her gruba uygulanacak dozlar belirlendi.

Belirlenen dozlar deney gruplarina 24 saat siire ile uygulandi.

Deney Gruplarina Uvgulanan Dozlar

Kontrol Grubu: Hiicre medyumu

DMSO Grubu: 1 uL / mL DMSO,

Tunikamisin Grubu: 10 pg / mL TM,

TUDCA Grubu: 0.5 mM TUDCA,

Tunikamisin+tTUDCA Grubu: 10 pg / mL TM + 0.5 mM TUDCA.

4.2. Sfingomiyelin ve Seramid Diizeyleri

ARPE-19 hiicrelerinde 6lgiilen endojen sfingolipid diizeyleri Tablo 2'de verilmistir.
Deney gruplarinda olgiilen sfingomiyelin ve C16—C20 CER'lerde anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. 10 pg/mL TM uygulanan ARPE-19 hiicrelerinin C22 ve C24
CER seviyelerinde diger deney gruplart ile karsilastirildiginda anlamli bir artis
bulundu. Sadece TM uygulanan grup ile 0.5 mM TUDCA +10 pg/mL TM uygulanan
grup karsilastirildiginda, TUDCA uygulamasinin uzun zincirli CER seviyelerinde
Oonemli bir azalmaya neden oldugu goriildii. Bununla birlikte, 10 pg/mL TM + 0.5
mM TUDCA uygulanan hiicrelerin C22 ve C24 CER seviyeleri, kontrol, DMSO ve
TUDCA gruplarina gore hala anlamli derecede yiiksek bulundu.
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Tablo 4.1: ARPE-19 Hiicrelerinde Sfingolipid Diizeyleri. SM, sfingomyelin; DMSO, 1 pg/mL
dimetilsiilfoksid uygulanan hiicreler; TM10, 10 pg/mL tunikamisin uygulanan hiicreler; TUDCA, 0.5
mM TUDCA uygulanan hiicreler;TM + TD, 10 pg/mL tunikamisin ve 0.5 mM TUDCA uygulanan

hiicreler.

Sfingolipidler TM+TU
" | Kontrol |DMSO |TUDCA |TM DCA

(ng/mg protein)
16:0 SM 847,63+ |[751.87+ |[73376+ |[739.98+ |[768.16+
(d18:1/16:0) 66,99 24.19 39.49 56.56 40,94
18:0 SM 29977+ [32745+ [297.56+ [30222+ 33433+
(d18:1/18:0) 29,59 29,32 35,94 28,29 55,17
24:0 SM 304?3 * é353£58 + 142116(6)5 * 21; 387661 n 5207646 n
(d18:1/24:0) ; , : : :
C16 Seramid 11686+ [10135+ [103.90+ |[117.10+ [93.64+
(d18:1/16:0) 8,22 2.90 14,12 5,20 8.41
C18 Seramid 3772+ 3469+ [3683+ [3343= [3312%+
(d18:1/18:0) 4,06 1.74 5,22 2.87 4,70

- 2474+ | 2706+ 2140+ |23.79+ 20,68 +
C20 Seramid 3 > > , ,
(d18:1/20:0) 4,21 3.45 2,63 1.56 2.45
€22 Seramid 4706+ |50.92+ |3839+ |13021+ |97.88+
(d18:1/22:0) 4,70 3,52 2,91 6,61* 1,54%*
C24 Seramid 267,55+ |[241.14+ [25730+ [402.06+ [302.03+
(d18:1/24:0) 5,82 10.30 7,63 9,01* 9,23%*

*,p <0,001, Kontrol, DMSO, TUDCA ve TM + TUDCA grubu ile karsilastiriimasi;.**, p < 0,001 vs.
Kontrol, DMSO ve TUDCA grubu ile karsilagtirilmas.

Tim degerler ortalama + SD olarak verildi. Her deney grubunda n = 3'tiir.
Istatsitiksel analiz tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasi farkliliklar

Tukey testi ile degerlendirildi.

4.3. Notral Sfingomiyelinaz Aktivitesi
Tunikamisin uygulamasiyla uyarilan ER stresinin SMaz aktivitesinde azalmaya
sebep oldugu gozlendi. 24 saat boyunca 10 pg/mL TM uygulanan hiicrelerin SMaz
aktivitesinin (80,52 + 5,39 mU /g protein), kontrol grubu hiicrelerinin SMaz
aktivitesi ile (126,21 + 2,06 mU/g protein) veya DMSO ile muamele edilmis
hiicrelerin SMaz aktivitesi ile (124,25 + 3,36 mU/g protein) karsilastirildiginda
O6nemli oranda azalmis oldugu goriildii. 0.5 mM TUDCA uygulanan hiicrelerde de
benzer sekilde SMaz aktivitesinin azaldig: (88,22 + 3,48 mU / g protein) goriildii. 10
pg /ml TM + 0.5 mM TUDCA uygulanan hiicrelerin SMaz aktivitesinin ise (48,33 +
2,60 mU / g protein), sadece TM veya sadece TUDCA uygulanan hiicrelere gore
daha fazla azaldig1 goriildii (sekil 4.2A).
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4.4. Seramid-1-Fosfat Diizeyleri

ARPE-19 hiicrelerine 24 saat boyunca 10 pg/ml. TM uygulanmasinin, kontrol,
DMSO ve TUDCA uygulanan gruplara gore CIP seviyelerinde dnemli bir artisa
(ortalama £+ SD) neden oldugu goriildii. Kontrol, DMSO, TUDCA, TM ve TM +
TUDCA gruplarinin C1P seviyeleri sirasiyla 9,17 + 1,45; 11,18 + 1,03; 9,96 + 1,24;
16,20 + 1,19 ve 12,93 + 0,95 ng/mg protein 6l¢iildii (sekil 4.2B). Tunikamisin ile
muamele edilen hiicrelere 0.5 mM TUDCA uygulanmasinin, C1P seviyelerini hafifce
artirdigi goriildii. Kontrol, DMSO ve TUDCA uygulanan gruplarin C1P seviyeleri

arasinda ise anlaml: bir fark bulunamadi.

HH
%*
90 4 i i
60 - *H T
TS T
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™

Kontrel DMSD  TUDCA ™

w R & b=
4 R

C1P (ngfmg protein)

Shaz [mU/fg protein)
B

Fontrol  DMS0  TUDCA ™ ™

+TUDCA

Sekil 4.2 A) Notral Sfingomyelinaz Aktivitesi B) Seramid 1-P Diizeyleri. DMSO, 1 pg/mL
dimetilsiilfoksid uygulanan hiicreler; TM10, 10 pg/mL tunikamisin uygulanan hiicreler; TUDCA, 0.5
mM TUDCA uygulanan hiicreler;TM + TD, 10 pug/mL tunikamisin ve 0.5 mM TUDCA uygulanan
hiicreler. Tuim degerler ortalama + SD olarak verildi. Gosterilen veriler 8 ayri deneyi temsil
etmektedir. SMaz Ol¢timleri icin istatistiksel analiz Tek Yonlii Varyans Analizi ile yapildi. Gruplar
arasi farkliliklar Tukey testi ile degerlendirildi.*, p < 0,001 kontrol ve DMSO ile karsilagtirilmasi #, p
< 0,001 TUDCA ve TM ile karsilagtirilmasi. Seramid-1-P dl¢timleri i¢in istatistiksel analiz Kruskal-
Wallis Tek Yonlii Varyans Analizi ile yapildi. Gruplar arasi farkliliklar Tukey testi ile degerlendirildi.
##, p < 0,05 vs. kontrol, DMSO ve TUDCA ile karsilastirilmast.

4.5. GRP78 mRNA ve GRP78 Protein Seviyeleri

24 saat boyunca 10 pg / mL TM uygulanmis olan TM ve TM + TUDCA grubundaki
ARPE-19 hiicrelerinin, GRP78 mRNA diizeylerinin DMSO ve TUDCA gruplarina
gore arttigl goriildi. GRP78 mRNA diizeylerinin artisinin da gosterdigi gibi TM ve
TM + TUDCA grubunda ER stresinin artmis oldugu gézlendi. TM ve TM + TUDCA
gruplarinin GRP78 mRNA seviyeleri arasinda ise anlamli bir fark oldugu bulundu.
Buna gore, TM uygulanan hiicrelere 0.5 mM TUDCA uygulamasinin GRP78 mRNA
seviyelerini dustirdugti gortldii (sekil. 4.3A). Ayrica TM grubu hiicrelerinde
GRP78'in immiin boyanmasinin arttigr gozlendi (sekil. 4.3C). Pozitif boyanmis

hiicrelerin yiizdesine ve yogunluguna gore elde edilen immiino boyama skorlarin,
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TM ile muamele edilmis ARPE-19 hiicrelerinde istatistiksel olarak arttigi gorildi
(sekil. 4.3E).

4.6. NF-kB1 mRNA and NF-kB p6S Protein Diizeyleri

ARPE-19 hiicrelerine 24 saat boyunca 10 ug/mL. TM uygulanmasinin, NF-kB1
mRNA diizeylerini DMSO, TUDCA ve TM + TUDCA gruplarina gére 6nemli
miktarda artirdig1 goriildii (sekil. 4.3B ). Tunikamisin uygulanan hiicrelere 0.5 mM
TUDCA uygulanmasinin ise NF-kB1 mRNA seviyelerini hafifce artirdigi gozlendi.
Bununla birlikte DMSO ve TUDCA uygulanan gruplar arasinda NF-kBl mRNA
seviyeleri agisindan anlamli bir fark bulunamadi. Tunikamisin uygulanan hiicrelerde
NF-«B p65 proteininin immiino boyanmasinin arttigi gozlendi (sekil. 4.3 D). Pozitif
boyanmis hiicrelerin yiizdesine ve yogunluguna gore elde edilen immiino boyama
skorlari, TM ile muamele edilmis ARPE-19 hiicrelerinde istatistiksel olarak arttigi
kaydedildi ( sekil. 4.3F).
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Sekil 4.3 GRP78 ve NFKB Diizeyleri. A-B) GRP78 ve NF-kB mRNA diizeyleri C-D) ARPE-19
hiicrelerinde GRP78 ve NF-kB immiinfloresan boyamasi E-F) Floresans boyamanin Imagej yazilimi
ile hesaplanmas1 DMSO, 1 pg/mL dimetilsiilfoksid uygulanan hiicreler; TM10, 10 ng/mL tunikamisin
uygulanan hiicreler; TUDCA, 0.5 mM TUDCA uygulanan hiicreler;TM + TD, 10 pg/ml tunikamisin
ve 0.5 mM TUDCA uygulanan hiicreler. NFkB1 ve GRP78 mRNA diizeylerinin kat degisimi
(2—AACt). Tiim degerler ortalama + SD olarak verildi. Her deney grubunda n = 3'tiir. Istatsitiksel
analiz tek yonlii varyans analizi ile yapilmistir. Gruplar arasi farkliliklar Holm-Sidak method ile
degerlendirilmistir.*, p < 0.05 DMSO, TUDCA ve TM + TUDCA ile karsilastirildiginda. #, p < 0.05
DMSO ve TUDCA ile karsilastirildiginda. C-D) ARPE-19 hiicrelerinde sirastyla GRP78 ve NFkB'in
temsili immiinofloresan boyamasi. E-F) Floresans boyamanin Image] yazilimi ilehesaplanmasi.
Gosterilen veriler 3 ayr1 deneyi temsil etmektedir. Degerler ortalama + SD olarak verildi. Istatsitiksel
analiz tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplar arasi farkliliklar Tukey testi ile degerlendirildi. *,
p < 0,001 Kontrol, DMSO, TUDCA ve TM + TUDCA Kkarsilastirildiginda. #, p < 0,001 Kontrol,
DMSO, TUDCA ile karsilastirildiginda.

4.7. Kaspaz Aktivetsinin Tayini

ARPE-19 hiicrelerine 24 saat boyunca 10 pg/mL. TM uygulanmasinin, kaspaz-3 ve
kaspaz-12 aktivitesinde DMSO ve TUDCA uygulanan gruplara gore onemli bir
artisa neden oldugu goriildii (sekil 4.4 A-B). 0.5 mM TUDCA uygulamasinin TM
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uygulanan hiicrelerdeki kaspaz-3 aktivitesi tizerinde higbir etkisi goriilmedi (sekil 4.4
A) Bununla birlikte TM ve TM + TUDCA gruplar1 arasinda kaspaz-12 aktivitesi
acisindan anlamli bir fark bulundu. Tunikamisin uygulanan hiicrelere 0.5 mM
TUDCA uygulamasinin kaspaz-12 aktivitesinde azalmaya neden oldugu goriildii.
(sekil 4.4 B). Tunikamisin uygulanan hiicrlerde kesilmis kaspaz-3 ve kaspaz 12
proteininin immun boyanmasinin arttigi gézlendi (sekil 4.4 C-D). Pozitif boyanmis
hiicrelerin ylizdesine ve yogunluguna goére elde edilen immiino boyama skorlari, TM
ile muamele edilmis ARPE-19 hiicrelerinde istatistiksel olarak arttigi gorildii (sekil
4.4 E-F).
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5. SONUC
Sonug¢ olarak RPE hiicrelerinde TM uygulamasi, seramid, C1P, GRP78 ve NFkB
seviyelerini artirmis ve kaspaz-3 ve -12'nin aktivasyonuna yol agmistir. ER stresinin
TUDCA tarafindan inhibisyonu, seramid/C1P seviyelerini diisiirmiis, kaspaz-12
aktivitesini azaltmis, GRP 78 ve NF-kB1 ekspresyonunda 6nemli bir azalmaya neden

olmustur.
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6. TARTISMA
Endoplazmik retikulum hiicresel homeostazisin saglanmasi i¢in gerekli bir c¢ok
fonksiyonun gergeklestirildigi bir organeldir. Endoplazmik retikulumun anahtar
fonksiyonlar1 arasinda protein katlanmasi, olgunlastirilmasi, tasinmasi, lipid sentezi
ve intraseliiler kalsiyum homeostasinin saglanmasi gelir (Fan ve Simmen 2019).
Katlanmamis proteinlerin ER liimeninde birikerek kararsiz protein homeostasine yol
acmast, ER stresi olarak tarif edilir. Hiicreler ER stresini azaltmak ve protein
homeostazisini yeniden saglamak i¢in katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak
bilinen adaptif bir sistemi baslatir. Fakat ER stres periyodunun uzamasi UPR
cevabinin basarisiz olarak apoptotik kaskadin aktiflesmesine yol acar (Lee ve ark.,
2015). ARPE-19 hiicrelerinin TM ile inkiibasyonun ER stresini uyardigi ve hiicre
canliligin1 6nemli 6l¢lide azalttig1 daha 6nce bildirilmistir (Kucuksayan, et al. 2014).
Ayrica ER stresi varliginda sifingomyelin metabolizmasinda degisim oldugu ve
seramid birikimi sonucunda apoptozisin meydana geldigi daha once rapor edilmistir
(Lei ve ark., 2007). Tunikamisin protein glikosilasyonunu inhibe ettigi i¢in etkisini
ER stresini tetikleyerek gosterir (Price ve Tsvetanova 2007). Calismamizda RPE
hiicrelerinde ER stresini tetikleyecek doz oOnceki calismalar referans alinanarak
belirlenmistir (Kucuksayan ve ark., 2014). Buna gore RPE hiicrelerinin 10 pg/mL
TM ile inkiibasyonu ER stresine yol agmis ve TM’nin hiicrelere dogrudan zarar
verdigi gosterilmistir. Bu bulgular, TM’nin in vivo ve in vitro olarak retina
toksisitesine yol agtigini gosteren onceki raporlarla uyumludur (Anderson ve ark.,

1988; Boriushkin ve ark., 2015).

Elde ettigimiz sonuglara gore, ER stresinin uyarilmasi seramid artisina neden
olmustur. Bununla birlikte ¢alismamiz, RPE hiicrelerine TM uygulamasi sonucu
gerceklesen seramid artisinin bir ER stres inhibitérii olan TUDCA tarafindan
diizenlenebildigine dair yeni gozlemler sunmustur. Kaspaz-12 aktivitesinin de dahil
oldugu apoptotik yanitlarin inhibisyonunun, TUDCA vyoluyla diizenlenebildigi
goriilmistiir. Deneysel hiicre modelimizde olusan sitotoksisite, ER stres cevabi ile
uyarilan hiicre 6liim sinyali ile iligkili olabilir. Ciinkii TM uygulanan hiicrelere bir
ER stres inhibitorii olan TUDCA (0.5 mM TUDCA) uygulandiginda hiicre
canliliginda belirgin bir artis goriilmustiir (sekil 4.1). TUDCA, UPR'nin ii¢ dalinda
erken sinyalizasyon adimlarinin baglatilmasini  kisitlar, aktif transkripsiyon

faktorlerinin olusumunu ve GRP78’in promotoriine baglanmasini 6nler. TUDCA’nin
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UPR'yi inhibe etme yetenegi, ER stresiyle iliskili hastaliklarin tedavisinde etkili bir

kimyasal saperon gérevi gormesini saglar (Berger ve Haller 2011).

ER stresinin RPE hiicrelerinde apoptozis ve sitotoksisiteyi uyarma yetenegi yapilan
calismalarla belgelenmistir (Pesonen ve ark., 2012; Wengve ark., 2017; Zhang ve
ark., 2019). Calismamizda TM uygulanan RPE hiicrelerinde C22 — C24 CER
diizeylerinin kontrol hiicrelerine gore 6nemli oranda artitig1 goézlenmistir (tablo 4.1).
Sonuglarimiz, ultraviole ve oksidatif stres sonucu tetiklenen ER stresi ve seramid
birikiminin retinal pigment epitel hiicrelerinde apoptozise neden oldugunu gosteren
daha onceki bir ¢alismay1 desteklemektedir (Yao ve ark., 2013). Bildigimiz kadariyla
calismamiz, TM uygulanan ARPE-19 hiicrelerinde uzun zincirli yag asidi igeren
seramid diizeylerinin arttigini bildiren ilk ¢alismadir. Daha 6nce eksojen seramidin
sarkoplazmik/endoplazmik retikulum Ca?-ATPaz (SERCA) inhibisyonuna yol
acarak ER'de [Ca’'] tilkenmesini tetikledigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2014).
Seramidin bu etkisi, ER stresinin klasik bir indiikleyicisi olan thapsigargin'e
benzemektedir (Abdullahi ve ark., 2017). Thapsigargin, SERCA'y1 secici olarak
inhibe ederek ER liimeninden Ca”" tilkenmesine ve ER stresinin aktivasyonuna neden
olur. Sitozol ve mitokondriyal matristeki Ca>* konsantrasyonu artisi, eksojen seramid

kaynakl1 apoptozisde 6nemli bir rol oynar (Pinton ve ark., 2001).

Tunikamisin ile birlikte TUDCA uygulanmast uzun zincirli CER seviyelerini
yalnizca TM uygulanan hiicrelere gore ©Onemli dercede azaltmistir. TUDCA
tedavisini takiben C22-C24 CER'lerde azalma olmasi nedeniyle TUDCA'nin ER

stresini hafiflettigi yoniinde yeni bir mekanizma sunabilecegi diisiiniilmektedir.

Seramid-1-fosfat, seramidin kendisi gibi, muhtemelen hem yapisal hem de hiicre
sinyal molekiilii olarak performans gosterebilir. Retinal pigment epitel hiicreleri,
hiicre proliferasyonunu desteklemek ve hiicreleri ¢esitli yaralanmalardan korumak
icin bir seramidin antagonisti olarak islev géren C1P iiretebilir (Simon ve ark., 2019).
Seramid-1-fosfat, fotoreseptor sag kalimini ve farklilagmasini destekler (Miranda ve
ark., 2011a). Bu sfingolipidin retina hiicre tiplerindeki hayati siireglerin
degistirilmesinde artan rolii ve retina dejenerasyonlarindaki islevi onlar1 bu
hastaliklarin  tedavisinde potansiyel hedefler haline getirir. Bir ¢alismada,
keratinositlerde thapsigargin ile ER’nin uyarilmasi sonucu C1P {iretimini arttirdigi

bildirilmistir (Kim ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda da RPE hiicrelerinin 24 saat
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boyunca TM ile inkiibasyonun CI1P seviyelerini 6nemli o&lglide arttirdig
gozlenmigtir. Ayrica TUDCA tedavisi ile ER stresinin inhibisyonunun CI1P
seviyelerini diigiirebilecegini gostermektedir. Bildigimiz kadariyla ¢alismamiz, T™M
uygulanan RPE hiicrelerinde CIP seviyelerinde artis oldugunu bildiren ilk
calismadir. Son zamanlarda biyolojik olarak aktif sfingolipid sentezi hakkindaki
edinilen bilgiler, 6zellikle seramid ve C1P gibi molekiillerin hiicre sag kaliminda
merkezi rollerini belirlemistir. Sfingolipid metabolizmasinda ana molekiil olan
seramid, operasyonel olarak antiproliferatif ve apoptotik reaksiyonlari tetiklerken,
C1P bu molekiilii hiicre ¢ogaltan bir lipid yapan yanitlart indiikler (Miranda ve ark.,
2011b). Hiicre modelimizde C22 — C24 CER ve C1P’nin artmig olmasi, her iki lipit

tiirtiniin sentezinin ER stresinde aktive oldugunu gostermektedir.

Stingomyelinaz enzimi sfingomiyelini fosfokolin ve seramide doniistiirtiriir. Seramid
tiretimi hemen hemen her memeli hiicresinde apoptotik uyaranlar1 gliglendirmektedir
(Mullen ve Obeid, 2012). Bu nedenle tunikamisin uygulamasi ile SMaz aktivitesinin
azalmasinin hiicresel strese bir adaptasyon mekanizmasi oldugu diistiniilmusttir.
Sekil 4.2A’da gorildiigii gibi c¢alismamizda tunikamisin uygulamasi, SMaz
aktivitesini kontrole gére azaltmistir, ancak kaspaz aktivasyonunu engellememistir.
Bunun nedeni, seramidin sfingomiyelin sentaz icin bir substrat olarak hizmet vermesi
ve azalmis seramid tiretiminin azalmis sfingomiyelin sentaz aktivitesine yol agmasi,
ortamda hala apoptotik hiicre sinyallemesinde hizmet etmek i¢in yeterli miktarda
seramidin bulunmasina yol a¢masi olabilir (Luberto ve Hannun 1998). Bununla
birlikte, TM + TUDCA uygulanan hiicrelerde gozlemlendigi gibi SMaz aktivitesinin
%50'den fazla inhibisyonunda, sfingomiyelin sentezini stirdiirmek i¢in hiicrede
bulunan seramid kullanilir ve bu nedenle apoptotik sinyal olusturamaz. ARPE-19
hiicrelerine tunikamisin + TUDCA uygulamasinda, sfingomiyelin:seramid orant,
sfingomyelin lehine ve kaspaz-12 indiiksiyonunu 6nemli 6l¢iide azaltmak i¢in yeterli

goriinmektedir.

ER stres ajan1 TM'nin 24 saat boyunca RPE hiicrelerine uygulanmasi, GRP78’in
mRNA ve protein seviyelerinde onemli bir artisa neden olmustur (sekil 4.3A).
GRP78'in mRNA seviyesinin artmis olmasi, ER stresinin varlig1 i¢in yerlesik bir
gosterge haline gelmistir (Zhu ve Lee, 2015). Endoplazmik retikulum stresi
olugsmamis hiicrelerde GRP78, ER i¢inde bir saperon olarak ¢alisir ve bazilar1 PERK
ile bagli bulunabilir. Katlanmamis proteinler iretildiginde, GRP-78 PERK'den
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uzaklastiritlir ve katlanmamis proteinlere baglanir, bdylece ER'de homeostazi
stirdiirmeye zorlanir. GRP78'in PERK'den ayrilmasi, PERK'in fosforilasyonuna izin
verir (Zhu ve Lee 2015)

Calismamizda, TM + TUDCA uygulanan hiicrelerde gerg¢eklesen ER stresinin
inhibisyonunun GRP78 ekspresyonunu 6nemli olgiide azalttigi goriilmiistiir. Bu
sonug, ER stres tepkisinin RPE hiicrelerinde TUDCA tedavisi ile degistirildigini

ortaya koymustur.

Sadece TM uygulamasi, RPE hiicresindeki NF-kB1 mRNA ve protein seviyelerini de
arttirmistir (sekil 4.3B). Calismamizda elde edilen veriler, TM kaynakli ER stresinin
transkripsiyon faktorii NF-kB'nin aktivasyonunu tetikledigini gosteren ©nceki
calismalarla uyumludur (Hun. ve ark., 2004; Lin ve ark., 2012; Pahl ve Baeuerle,
1995). IkB/NF-kB transkripsiyon yolunun aktivasyonunun, hiicre proliferasyonu ic¢in
gerekli oldugu distiniilmektedir (Oeckinghaus ve Ghosh, 2009). Uzun siireli ER
stresi lic asamadan ge¢mektedir; adaptasyon, alarm ve apoptozdur (Xu ve ark.,
2005). Adaptasyon basarisiz oldugunda, ER stresi NF-kB'nin aktivasyonunu tetikler
(Lin ve ark., 2012). Uzun siireli ER stresi sirasinda once PERK fosforile olur.
Ardindan fosforile PERK tarafindan fosforile edilen elF2a, NF-kB'yi aktive eder (Lin
ve ark., 2012). Calismamizda TM + TUDCA ile muamele edilmis RPE hiicrelerinde
NFkB1 gen transkripsiyonunun asagi yonlii regiilasyonu gozlenmistir. Bu sonug, [kB

/ NF-kB transkripsiyon yolunun ER stres aracili aktivasyonunu destekler niteliktedir.

Kaspazlar, okaryotik hiicrelerde homeostazi korumak igin gerekli olan apoptozin
anahtar enzimlerdir. Apoptotik hiicre oliimiinii indiikleyen iki ana yol vardir.
Birincisi, tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve Fas ligandin, membran reseptorlerine
baglanarak kaspaz-8 veya kaspaz-10 aktivasyonuna yol actigi ekstrinsik yoldur.
Digeri, stres kaynakli mitokondriyal sitokrom ¢ saliniminin oldugu intrinsik yoldur.
Serbest birakilan sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ve
prokaspaz-9 ile bir kompleks yaparak kaspaz-9'u aktive eder. Her iki yol da kaspaz-3
aktivasyonunda birleserek, kabarciklanma ve niikleer bozulma gibi hiicresel
morfolojik degisikliklere yol agar (Elmore, 2007). C/EBP homolog proteini (CHOP),
ER stresi altinda uyarilan bir transkripsiyon faktoriddir. Bel-2 ekspresyonunu
azaltarak ve sitokrom c'nin salinmasima yol agarak ER stresiyle indiiklenen
apoptozisde rol oynadig1 bildirilmistir (McCullough ve ark., 2001). Aslinda, CHOP
eksikligi hem in vitro hem de in vivo ER stresiyle indiiklenen hiicre 6liimiine karsi
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diren¢ olusturur (Zinszner ve ark., 1998). Daha once tartisildigi gibi, ER stresi,
sitozolik kalsiyum seviyelerinin artmasina yol acarak m-kalpainin aktivasyonuna
neden olur (Muruganandan ve Cribb, 2006). Aktif m-kalpain, ER'de lokalize pro-
kaspaz olan prokazpaz- 12'yi keser ve aktif kaspaz-12 tiretir. (Nakagawa ve Yuan,
2000). Islenmis-kaspaz-12'nin, Apaf-1'den bagimsiz olarak kaspaz-9'u aktive ettigi,
ardindan kaspaz-3'tin aktive oldugu bildirilmistir (Morishima ve ark., 2002).
Calismamizda ER stresi olusturulan RPE hiicrelerinde hem kaspaz-3 hem de -12
enzim aktivitesi artmistir. TUDCA uygulamasi, kaspaz-12 aktivasyonunda ER
stresinin rol oynadigini destekleyerek, kaspaz-12 aktivitesinde onemli bir diisiise

neden olmustur.

Sonug¢ olarak RPE hiicrelerinde TM uygulamasi, seramid, C1P, GRP78 ve NFkB
seviyelerini artirmis ve kaspaz-3 ve -12'nin aktivasyonuna yol agmistir. ER stresinin
TUDCA tarafindan inhibisyonu, seramid/C1P seviyelerini diisiirmiis, kaspaz-12
aktivitesini azaltmis, GRP 78 ve NF-kB1 ekspresyonunda 6nemli bir azalmaya neden
olmustur. Verilerimiz, ER stresi ve seramid olusumunun inhibisyonunun, apoptoz ile
iligkili retinal dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde potansiyel bir

farmasotik hedef olabilecegini diisiindiirmektedir.
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