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ONSOZ
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1. GIRIS

1.1. Kalp

Hayati bir organ olarak kalp, mediastinum icinde akcigerler arasinda, torasik
kavitede yer alir. Kalbin duvarlart 3 farkli tabakadan olusur. Dis tabaka
“epikardiyum” adini alirken, epikardiyum ve parietal perikardiyum arasindaki bosluk
perikardiyal kavite olarak adlandirilir. Epikardiyumun altinda bulunan ince orta kalp
tabakasi “miyokardiyum” olarak tanimlanmistir. Kardiyak kalp kaslarinin ve
miyositlerin toplandig1 tabakadir ve burada bulunan kas demetlerinin kasilmasi ile
kontraksiyon saglanir. Duvarin i¢ kismi1 “endokardiyum” olarak adlandirilir ve i¢

tarafi endotel hiicrelerince ¢evrelenmis haldedir ve kan damarlari eslik eder.

Kardiyak siklus iki asamadan olusur. Kalbin kan ile dolmasin1 saglayan ve “diastol”
olarak adlandirilan relaksiyon periyodunu, dolan kanin viicuda pompalanmasini

saglayan “sistol” olarak adlandirilan kontraksiyon periyodu takip etmektedir.

Insanda kalp vertikal septum araciligiyla sag-sol atriumlar ve devaminda bulunan
ventrikiiller ile birlikte 4 odaciktan olugsmaktadir. Atriyal kaslar ¢ok gelismemis ve
ince duvar kapisina sahipken ventrikiiler kaslar nispeten daha kalin tabakalidir. Sol
ventrikiil relaksiyon halinde iken bikiispid valf ac¢ik pozisyondadir ve sol atriumdan
kan ventrikiile dolar. Sol ventrikiil kontraksiyonu ile valf kapanir ve ventrikiildeki
kanin atriuma tekrar ge¢gmesi engellenir. Sol ventrikiil duvarlar1 sag ventrikiile gore
daha kalindir, ¢ilinkii daha biiyiik bir is yiikii tagiyarak tiim viicuda kani pompalama

gorevini tistlenmistir.



1.1.1. Hiicresel Seviyede Kalp Dokusu

Giincel kanitlar yetiskin memeli kalbinin bilinmeyen kdk veya progenitdr hiicre
kaynaklarindan olusmus olan az sayida kardiyomiyositten koken aldigim
onermektedir (Hsieh, 2007). Hiicresel seviyede kalp dokusu kardiyomiyositler,
kardiyak fibroblastlar, vaskiiler ve ndronal hiicreler, ayrica muhtemel patolojik

kosullar altinda inflamatuvar hiicreleri igermektedir.

Superior
vena cava

——
_— 0

Duz kas hticreleri

Endotelyal hiicreler

Pacemaker hucreleri
E )

Epikardiyum hiicreleri

Purkinje fiberleri
Inferior
vena cava

Kardiyomiyositler

Sekil 1.1. Kalbin sematik ¢izimi ve kalp hiicreleri



1.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar, Diinya Saglik Orgiitii’'niin (WHO) 2011 yilinda
hazirladig1 rapora gore global Sliimlerin en 6nemli nedenidir ve tahminlere gore
sadece 2004 yilinda koroner arter hastaliklar1 diinya ¢apinda yaklasik 7.2 milyon
insanin Oliimiine neden olmustur (WHO, 2011). American Heart Association
(AHA) nin raporuna gore koroner arter hastaliklart 2008 yilinda Amerika’da her 6
Oliimden 1’1 oraninda 6liime sebebiyet vermistir (Roger ve ark., 2012). 2020 yilina
kadar kardiyovaskiiler hastaliklar, toplam hastalik yiikiiniin en 6nemli global sebebi

olmaya devam edecektir (Braunwald ve ark., 2001).

Bat1 diinyasinda en sik goriilen 6liim nedeni olan Atherosklerozis, damar duvarinin
kalinlagsmas1 (plak olusumu) ve esnekliginin kaybolmasi ile karakterize arterial
hastalik grubunun bir pargasidir. Iskemik kalp hastaligmin en agir formu olan
Miyokardiyal Infarktiis (MI), ABD’deki 6liimlerin %20-25’inden sorumludur
(Kumar ve ark., 2000). MI %90 oraninda koroner arterdeki atherosklerotik plagin
rliptiiri veya erezyonu neticesinde bu zeminde olusan koroner kan akimim
engellenmesiyle gelismektedir (Cleutjens ve ark., 1999). Miyokardiyal dokuya kan
akisinin yeterli derecede saglanamamast sonucunda bu durum, iskemiye ve
kardiyomiyositlerin 6liimiine neden olmaktadir (Cleutjens ve ark.,, 1999).
Miyokardiyum hasarmin biiyiikligli; tikamikligin  yerine, siddetine ve arterin
reperfiize edilmesi (kendi kendine, trombolitikler kullanilarak veya perkutandz

koroner miidahale yoluyla) i¢in gegen zamana baglidir (Akasaka, 2010).

Koroner arter hastaliklar1 sigara kullanimi, obezite, hipertansiyon, depresyon ve
ailesel kaliim gibi bazi1 risk faktorleri yoluyla siddetlenmektedir. Yeni ilaglar,
beslenme ve hayat stili degisiklikleri gibi yeni tedavi yontemleri kalp hastalar1 igin
mortalite oranini ve yasam kalitesini onemli dl¢giide arttirmistir. Ancak kardiyak kas
hasari, post-natal kardiyomiyositlerin diisiik rejeneratif potansiyelleri nedeniyle geri

dondurilemez.



Yetiskin memeli kalbi normal yaslanma siirecinde ve hastalik durumunda aslinda bir
dereceye kadar kardiyomiyosit rejenerasyonu gosterir. Ancak bu az miktarda
kardiyomiyosit rejenerasyonu, hasari takiben kontraktil fonksiyonun restorasyonunda
yetersiz kalmaktadir. Lokal intramuskular injeksiyon yoluyla hiicre transplantasyonu,
koroner arter hastaliklar1 tedavisinde potansiyel terapotik miidahale olarak ortaya
cikmistir ve birgok arastirmaci kok hiicre tedavileri yoluyla kardiyak doku
rejenerasyonunu gelistirmeye odaklanmistir. Hiicre transplantasyonu, MI hastalar
icin umut vaat eden bir terapidir. Giliniimiizde miimkiin olan tedaviler ile hastalarin
prognozu gelisebilmekte fakat hasarli kalp dokusunun rejenerasyonunu yapabilecek

mevcut bir tedavi yontemi bulunmamaktadir (Guan ve ark., 2011).

1.3. Miyokardiyal infarktiis ve Kardiyak Yeniden Modellenme

Hipoksi viicudun veya viicudun bir boliimiiniin “lokal” olarak yeterli oksijenden
yoksun kalmasi durumudur. Dokuya yetersiz kan akisi anlamina gelen “iskemi”
durumu hipoksi ile sonuglanir ve bu durum “iskemik hipoksi” olarak adlandirilir. MI
sonrasinda, kardiyomiyositlerin hipoksiye bagli nekroz ve apoptoz mekanizmalari ile
6limii sonucu olusan doku hasar1 ve nekrotik sinyaller, bir dizi mekanizma aracilig
ile miyokardiyumun tamiri i¢in akut inflamatuvar yaniti baslatir. Insanlarda
apoptotik hiicre 6liimii infarkt sonras1 6-8. saatlerde pik yapar (Cleutjens ve ark.,
1999).



Post-MI kardiyak yeniden modellenme

= Kardivomiyosit Glomd = KF migrasyonu ve * KMFsag kalimi

+ Kardiyak fibroblast [KF) proliferasyonu * Anti-inflamatuvar sitokin ve
aktivasyonu = KF diferansivasyonu== profibrotik GF =ahmm

* Pro-inflamatuvar sitokin kardiyak Miyofibroblast * Azalan MMP aktivitesi
=alimimi [EMF:" . L = ECM birikmesi ve capraz

= Motrofil infiltrasyonu - 5":':.*”" we biylme faktori baglantlar olusturmas

* Monosit makrofsj (GF) salimim S * Skarformasyonu-

+ | Gkositfagositozu = Artan MMP aktivitesi kontraksiyon

= Artan ECM degredasyonu * Fibrozis

= MMP aktivasyonu

+ ECM degredasyonu * Anjiyogenez

Saatler Glnler Haftalar

Sekil 1.2. MI sonrasi kardiyak yeniden modellenme agamalari

Inflamasyon fazi, MI sonrasinda yaklasitk 12-16 saat icinde gerceklesir
(Daskalopoulos ve ark., 2012) ve pro-inflamatuvar Interlékin-1 (I1L-1), I1L-6, IL-8,
Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a) gibi sitokinlerin/kemokinlerin lokal artisi ile
birlikte infarkt alana nétrofil infiltrasyonu ile karakterizedir (Frangogiannis ve ark.,
2002). MI sonrasinda yaklasik 3.giinde, infarkt alana makrofaj infiltrasyonu olur. MI
sonras1 infarkt kalpte, pro-inflamatuvar sitokinler TNF-o ve IL-1’in hizla artist
gortliir (Frangogiannis ve ark., 2002). M1 sonrasinda yaklasik 3.giinde, infarkt alana

makrofaj infiltrasyonu olur.

Inflamatuvar fazdan fibrotik faza gegis, tipik olarak MI sonrasinda 3-7 giinler
arasinda gerceklesir ve infiltre olan immiin hiicreler ve miyokardiyal hiicreler
tarafindan transforming growth factor-beta (TGF-p) ve IL-10 gibi anti-inflamatuar ve
fibrotik faktdrlerin sentezinde artis ile kendini gosterir. Inflamasyonun baskilanmasi
anti-inflamatuvar sitokinlerin/kemokinlerin salinmasi ile ger¢eklesir ve bu basamakta
temel rol kardiyak fibroblastlarindir. Kardiyomiyositler ile kalp dokusunda yer alan
diger hiicre tipleri arasindaki fiziksel ve biyokimyasal iletisimler araciligiyla,
fibroblastlar stres veya miyokardiyum hasarina yanit olarak aktiflestirilir ve

ekstraseliiler matriksten (ECM) nekrotik alana dogru goc¢ ederler. Kardiyak



fibroblastlar MI'1 takiben kardiyak tamire yardim edebilmek i¢in ¢ok daha kontraktil
ve sentetik bir hiicre tipi olan miyofibroblast fenotipine diferansiye olurlar.
Miyofibroblastlar normalde saglikli miyokardiyumda bulunmazken, infarkt alanda
bulunan en yaygin hiicre tipidir ve fibrogenezin ana efektoriidiir (Peterson ve ark.,

1999).

Kardiyak yeniden modellenmenin Graniilasyon fazi, 06lii hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasi, ECM’nin yikimi ve iskemik dokuda re-vaskiilerizasyon ig¢in
anjiyogenezin uyarilmasi ile karakterizedir. Graniilasyon fazi, insanlarda yaklagik 1-
2 ay icinde gelisirr ECM ve fibroblast-benzeri hiicrelerce zengin olan fibrotik
dokunun yeniden insa edilmesi infarktiisten sonra yaklasik 1 ay iginde meydana
gelmektedir (Dewald ve ark., 2004).

Maturasyon fazinda dengeli ECM yeniden modellenmesi 6nemlidir, ¢iinkii yeteri
kadar dayanikli olmayan miyokardiyal duvar kardiyak dilatasyona neden olurken;
asir1 veya uzamig ECM birikmesi ise fibrozis formasyonu ile sonuglanir. Kardiyak
dilatasyon primer olarak sistolik fonksiyonu etkilerken, fibrozis miyokardiyumun
elastikiyetini kaybettirir ve temelde diyastolik mekanizmayr engeller (Van

Nieuwenhoven ve Turner, 2013).
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Iskemik alanda devam eden iskemi ve inflamasyon, graniilasyon dokusu olusumu ve
ECM formasyonuna zarar verirken iskemik kardiyomiyositlerin oliimiine neden
olarak infarkt skar dokusunun genislemesi ile sonug¢lanmaktadir. MI’1 takiben
yeniden modellenmeyi ve kalp krizini 6nlemek amaciyla tercih edilen bir terapotik
uygulama kombine olarak inflamasyonun baskilanmasi ile dokuya kan akiminin

saglanmasidir (Beohar ve ark., 2010).

1.4. Miyokardiyal infarktiis ve Hipoksi

MI'1 takiben meydana gelen apoptoz temel olarak kisa donemli iskemiye ve
devaminda reperfiizyona maruz kalan miyokardiyumda gerceklesir (Wang ve ark.,
2006).

1.4.1. HIF1

Hipoksi tarafindan aktive edilen en 6nemli transkripsiyon faktorii hypoxia inducible
factor-1 (HIF1)’dir. HIF1 oksijen ile degisime ugrayabilen alfa (HIFla) ve stabil
kalan beta alt iinitelerinden olusmaktadir (HIF1p). Normoksik kosullar altinda HIF1a
proteini ubikitin-aracili degradasyon yoluyla degrade edilir. Hipoksik kosullarda ise
stabilize HIF1a, HIF1p ile dimer olusturur ve hipoksi response element (HRE)’in

iceren hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir.

1.4.2. Hipoksi / Re-Oksijenasyon (iskemi/Reperfiizyon)

MI sonrasinda gelisen uzamis iskemik siire¢ hiicrede hasarla ve ge¢ evre
miyositlerinin 6liimiiyle sonuglanan molekiiler ve yapisal degisikliklere neden olarak
miyokardiyal fonksiyonda bozukluk meydana getirmektedir. Giiniimiizde MI
tedavisi, farmakolojik (trombolitikler) veya daha invaziv olan anjiyoplasti gibi
tikanan koroner arterin yeniden agilmasi ile saglanan, reperfiizyon temelli bir

terapiye dayanir. Reperflizyon terapisinin etkili olabilmesi icin iskemik hasarin



baslamasindan hemen sonra olabildigince ¢cabuk uygulanmasi gerekir (Hochman ve
Choo, 1987). Koroner akisin diizeltilmesinde bir gecikme olmasi halinde, kardiyak
hiicre 6liimii ve ventrikiiler yeniden modellenme siireci baglar. Oksijence zengin
kanin iskemik dokuya gelmesi “reperfiizyon hasar1” olarak bilinen bir zararl etkiye
de yol agmaktadir. Post-iskemik kardiyak hiicre oliimiiniin onlenmesi, iskemik
miyokard tarafindan yapilan zarar1 smirlamak i¢in en iyi tedavi yOntemini

olusturabilir.

Hiicrede adenozin tri-fostat’in (ATP) yeterli olmamasi, anacrobik glikolizin
artmasina baglh laktik asit @retimi ve hiicrede asitligin artmas;; Na** ve Ca™
iyonlarinin sitozole alinmasi ile seyreder. Reperfiizyon ile birlikte hiicrede reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi artar, fizyolojik pH yeniden diizenlenir, hiicre i¢inde
Ca*? miktarinin artmastyla mitokondri permeabilite gegis porlar1 (MPP) acilir. MPP
acilmasi mitokondrinin hasar gormesi ve mitokondriden proapoptotik Sitokrom
C’nin sitoplazmaya salinmasina neden olarak, apoptotik i¢ yolagin aktivasyonu ve

efektor kaspazlar aracili hiicre 6liimii ile sonuglanir.

Son yillarda iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarma kars1 gelistirilecek kardiyoprotektif
stratejilere yonelik kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. Bu amacla ortaya atilmis
olan iskemik on-kosullama (preconditioning/ IPC): bir iskemi olusmadan dnce kalp
dokusunun kii¢iik periyotlarda iskemiyi takip eden reperfiizyon sikluslarina maruz
kalmasimin, sonradan olast bir siirekli iskeminin yaratti§i hasara karsi
miyokardiyumda koruyucu etki olusturdugunu savunan en 6nemli kardiyoprotektif
uygulamadir (Murry ve ark., 1986). Letal iskemiye karsi miyokardiyum direnci
saglar. Sonrasinda iskemik sonradan-kosullama (post-conditioning) ortaya atilmis ve
buna gore reperfiizyon baslangicinda tekrar eden iskemi periyotlarinin
uygulanmasinin da aymi sekilde miyokardiyal I/R hasarina karsi koruyucu etki
gosterdigi rapor edilmistir (Zhao ve ark., 2003).

IPC mekanizmasi tam aydinlatilamamistir ancak iskemik kalpten salinan bradikinin,
opioid peptidler, adenozin gibi G-protein eslikli reseptor (GPCR) agonistleri

tarafindan sinyal transdiiksiyonunun baglatilmasinin, kalbin korunma mekanizmasi



oldugu diisiiniilmektedir (Downey ve ark., 2007). GPCR-iliskili sinyal kaskad,
mitokondriyal ATP-sensitif potasyum kanallarmin (mitoKATP) acilmasina neden
olur. mitoKATP’nin agilmast ROS iiretilmesine ve mitokondriyal membran
transisyonunun engellenmesine neden olarak IPC’in hiicre koruma mekanizmasinin
pargast olarak calisir (Forbes ve ark., 2011). Transisyonun bozulmasi hiicreyi

apoptoza karsi korur (Vigneron ve ark., 2011).

Yapilan bu c¢alismalar iskemik ©On ve sonradan-kosullamay1 taklit eden,
kardiyoprotektif etkili yeni terapotik ajanlarin tanimlanmasina zemin hazirlamistir.
Hayvan modellerinde uygulanan terapdtik stratejilerin biiylik bir kisminin kalbi I/R
hasarina kars1 korudugu gosterilse de, bu terapdtik ajanlarin biiyiik bir ¢ogunlugu
klinik kullanimda bir hayal kiriklig1 yaratmaktadir (Downey ve Cohen, 2009). Bu
engellere ragmen miyokardiyal I/R hasarinin klinik degerlendirilmesinde 6nerilecek

yeni potensiyel ilag hedefleri I/R patogenezi hakkindaki algimizi arttirmaktadir.
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Iskemiye bagli miyokardiyal hiicre o6liimii hem iskemi, hem de reperfiizyon
tarafindan harekete gegirilen kompleks bir biyokimyasal kaskat ile yonetilir (Sekil
1.4.) (Turer ve Hill, 2010). Miyosit hasari, en genel anlamda iki farkli hiicre 6liim
yolaginin aktivasyonu ile sonuglanir: nekroz ve apoptoz (Searle ve ark., 1982).
Nekroz; patolojik kosullar altinda lethal eksojen uyarana karsi gelistirilen akut
cevaptir. Nekrotik hiicre 6liimii hiicresel sisme, hiicre membranin riiptiirii ve hiicresel
bilesenlerin salinmasi1 (kreatin kinaz, troponin gibi) ve devaminda gelisen
inflamasyon ile karakterizedir. Apoptoz; ATP-bagimli bir siire¢ olup molekiiler,
biyokimyasal ve morfolojik olaylarin bir arada seyrettigi oliim yolagidir. Hiicre
rliptiirti ile sonuglanmaz ve inflamatuvar yanit1 baglatmaz. Apoptotik hiicreler normal
stirecte cevresindeki hiicrelerce fagosite edilir ancak bu siiregte herhangi bir aksama
olursa apoptotik hiicreler sekonder nekroza yonelir. MI sonucunda hiicreler daha
yiilksek oranda nekrotik miyositler (hem primer, hem sekonder) olarak O&liime
giderken apoptotik 6liime gore daha biiyiik lezyonlara sebep olur (Chen-Scarabelli,
2014).

I/R hasarin1 takiben kaybedilen hiicre sayisina nekroz ve apoptozun goreceli katkilari
acik bir sekilde ortaya koyulamamistir. Hiicredeki ATP eksikliginin derecesi, hasarli
miyositlerin 6liimiinde belirleyici bir faktordiir (Leist ve ark., 1997). Oksijen ve
enerjiden yoksun olan infarkt alanda miyositler genelde nekroz ile oliirken, yine
hipoksik olan peri-infarkt bolgedeki miyokardiyal hiicre 6liimleri hem apoptoz hem
de nekroz yoluyla olmaktadir (Anversa ve ark., 1998). Yapilan calismalarda
apoptotik programin basamakli bir sekilde ger¢eklestigine dair kanitlar gosterilmistir
ki bunlara gore apoptoz, iskemi sirasinda baslatilir ancak reperflizyon sirasinda son

bulur (Freude ve ark., 2000).

1.5. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum (ER) tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan, hiicre
homeostazinin diizenlenmesinde primer géreve sahip hayati bir organeldir. Birbirine

bagli, dallanmis membran benzeri tiibiiller, vezikiiller ve sisternadan olusan bu farkli
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subseliiler yapist geregi ER sayisiz fonksiyona sahiptir. Ayni1 zamanda mitokondri ile
yakin iliski igerisindedir. Graniilli ER, Graniilsiiz ER ve dis niiklear zarfin
olusturdugu bolgeleri igerir. D1s yiizeyinde ribozom tasiyip tasimama durumuna gore
graniillii ve graniilsiiz olmak iizere iki gruba ayrilir. Graniilli ER, dis yiizeyinde
ribozom tasir ve plazma membran proteinleri ve ekstraseliiler matriks proteinlerinin
sentezi ve sekresyonunda temel gorevi vardir. Graniillii ER 6zellikle antikor iireten
plazma hiicreleri, insiilin salgilayan beta hiicreleri gibi sekretuar hiicrelerde ¢ok
yogunlukta goriiliir. Graniilsiiz ER ise ribozomdan yoksundur ancak yag asitleri ve
fosfolipitlerin sentezi, lipit bilayer tabakanin tesekkiilii, karbohidrat metabolizmasi

ve kalsiyum homeostazinin regiilasyonunda anahtar roldedir.

Sarkoplazmik retikulum (SR), ER’nin kas hiicrelerinde bulunan 6zellesmis bir
formudur ve kas kasilmasi sirasinda kontraksiyon ve relaksiyonda gerekli olan biiyiik

miktarlarda kalsiyumun depolanmasi ve salinmasi en 6nemli fonksiyonudur (Alberts

ve ark., 2008).

1.5.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER olduk¢a dinamik bir organeldir ve kompleks fonksiyonu hiicre i¢inden ve
disindan gelen birgok parametreye bagli olarak degisebilir. Sekrete, membran
bagimli ve baz1 organel hedefli proteinlerin sentezi ve katlanmasinin gergeklestigi
primer bolgedir. Yeni sentezlenen proteinlerin yaklasik iicte biri, ER’ye taginir ve
burada ER saperonlar1 ve oksidorediiktazlarin yardimi ile katlanir ve bir araya
gelirler (Ghaemmaghami ve ark.,2003). ER liimeni protein katlanmasi i¢in uygun bir
ortam olarak Ozellesmistir (Ron ve Walter, 2007). ER serbest kalsiyum
konsantrasyonlarini ihtiva eder. Glukoz-Regiile edici Protein78 (GRP78) gibi ER’de
yerlesik ER saperonlari, kalsiyum-bagimli bir sekilde polipeptit hidrofobik
bolgelerinin i¢e dogru katlanmasini saglar (Gething, 1999).

ER liimeninde protein katlanmasinin gergeklesebilmesi icin optimum kosullar ATP,

Ca*? ve disiilfiit bagi olusumuna imkan veren yiikseltgen ¢evre ile saglanmaktadir
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(Gaut & Hendershot, 1993). Redoks durumu veya Ca*? konsantrasyonu gibi hiicresel
enerji seviyelerini altiist eden kosullar, ER’de protein katlanma kapasitesini
azaltmaktadir. Bu kosullar ve ilaveten proteinlerin dogru katlanmasina zarar veren,
katlanma sonrasi siirecini veya ER igerisinden tasinmasini engelleyen protein
mutasyonlari, hiicre i¢erisinde katlanmamis proteinlerin birikmesi ve agregasyonu ile
sonuglanir. Bu hiicresel olay “ER stresi” olarak adlandirilir. Protein katlanmasi,
saperon proteinleri, foldazlar, glikozile edici enzimler ve uygun kalsiyum seviyesi ve
yiikseltgen ¢evrenin interaksiyonuna bagli kompleks bir siirectir. ER stresi, bu siirece
zarar vererek katlanmamis ve/veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine yol
acar. Hiicrede bu katlanmamis, yanlis katlanmig, ¢Ozlinmeyen veya bir baska
sebepten hasarli proteinler hiicresel fonksiyonlara zarar verir ve hiicrenin canliligina

kars1 proteo-toksik bir tehdit olusturur.

ER stresinin hiicreye zarar verici etkisinin {stesinden gelmek icin, hiicreler
“Katlanmamis Protein Cevab1 (UPR)” olarak tanimlanan bir dizi adaptif ve
protektif strateji gelistirmiglerdir. ER stresinin devam etmesi lethal bir etki yaratarak,
hiicrede ER stresi aracili apoptozun indiiklenmesine neden olur. ER stresinin
indiiklenmesinde norodejeneratif hastaliklar, kanser ve diyabet gibi ER stresi ile
iliskili olan bir¢ok sistemik hastalik s6z konusudur (Healy ve ark., 2009; Doyle ve
ark., 2011). Sistemik hastaliklar disinda patofizyolojik uyarilar da UPR aktivasyonu
yapar. Hipoksi, hipoglisemi, hipertermi, asidosis, kalsiyum seviyeleri ve enerji
seviyeleri (hipoksi ve hipoglisemi tarafindan kontrol edilir) gibi diger faktorlerin
etkisi, ER’nin fonksiyonunda bozukluga sebep olarak ER liimeninde protein
katlanmasinda hasar ve ER stresi ve ile sonuglanir. Hipoksi, Anjiyotensin II ve timor
nekroz faktorii (TNF)’niin, kiiltiire kardiyomiyositlerde adaptif ve proapoptotik
yolaklar1 aktive ettigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Terai ve ark., 2005,
Okada ve ark., 2004, Zhao ve ark, 2008).

ER oksidatif strese olduk¢a duyarli olan organellerden birisidir. ER liimeni icerisinde
yiiksek kalsiyum konsantrasyonlari, spesifik olarak ER’de yerlesik saperonlarin
protein katlanmasinda yer alabilmeleri i¢in gereklidir (Xu ve ark., 2005). Ancak

hiicrede olusturulan ROS, Inositol 1,4,5- trifosfat kontroliindeki kanallar ve sarko-ER
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Ca transport ATPazlar regiilasyonu ile intraluminal kalsiyumu serbest birakir
(Ermak ve Davies, 2002). Ayrica ROS, direkt olarak ER liimeni ig¢inde redoks
homeostazini bozar ki liimen, protein katlanmasi ve disiilfit bag olusumu igin
ozellesmistir (Gorlach ve ark., 2006). Ozetle ROS’un yanlis katlanmis protein
birikimini indiikledigi ve ER stresine neden oldugu diisiincesi kabul gormektedir.
Miyazaki ve arkadaslarmin yaptiklart c¢alismada miyokardiyal I/R modelinde,
reperfiizyon sonrasi eksesif ROS (6zellikle siliperoksit) iiretiminin, ER stresinin

indiiklenmesinde kritik rolii tistlendigi gosterilmistir (Miyazaki ve ark., 2011).

ER i¢indeki yiikseltgen ¢evre, protein disiilfit izomeraz (PDI) ve ER oksidorediiktin
1 (ERO1) tarafindan disiilfit baglarinin kurulmasinda temel roldedir. ERO1 oksijen

ile birlikte terminal elektron alicisi olarak gorev alir (Simmen ve ark., 2010).

Hiicrede yanlis katlanan proteinler, herhangi bir tamir mekanizmasi olmadig icin 2

ayrt mekanizma araciligi ile hiicreden uzaklastirilir.

e ER-aracih degredasyon (ERAD): Yanlis katlanan ER proteinleri, ERAD veya
retrotranslokasyon yoluyla ER’den sitozole ¢ikartilir (Ron ve Walter, 2007). Bir¢ok

ERAD substrat1 ubikuitinlenir ve proteozomlara taginarak degrede edilir.

e Agrezom formasyonu: Hasarli proteinler diger hiicresel debrilerle birlikte
juxtaniiklear kompleksler icinde bir arada bulunur ve otofaji araciligi ile geri
doniistimleri yapilir. Bu slire¢, saperon aracili otofaji olarak adlandirilir. Hatali
hiicresel yapilar hiicreye geri kazandiran otofajinin, ER stresi ile baglantili oldugu
bilinmektedir. Bir¢ok caligma siddetli ER stresinin otofajik siireci aktive ettigini ve
otofajinin bloke edilmesinin hiicrede ER stresini arttirarak hiicre 6liimiine neden

oldugunu gostermistir (Ogata ve ark., 2006; Yin ve ark., 2012).

Hiicrede katlanmamis proteinlere karsi gelisen stres yaniti olan UPR, stresin
derecesine gore farkli bir yol izlemektedir. Hafif veya kisa siireli stres, hiicresel

yanit1 aktive ederek baslatici stresin nétralize edilmesi veya strese adaptasyonun
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saglanmasi yoniinde calisir. Ancak siddetli veya uzun siireli stres, hiicre oliimiine
neden olan proapoptotik modiiliin aktivasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Her iki
durumda da stresi baslatici sinyal (ER’nin iginde biriken yanlis katlanmig proteinler)
ER membranindan sitoplazmaya; devaminda niikleusa tasinarak gen ekspresyon

paternlerini, adaptasyon-sagkalim veya apoptoz yoniinde etkilemektedir.

1.5.1.1. ER Stres Yanmitinda Temel Regiilatorler

ER stresine karsi, hiicrede fizyolojik olarak gelisen cevabin baslatilmasi ER’de
yerlesik veya sitozolde bulunan bir dizi molekiil ile yakindan iliskilidir. Kalsiyum
bagimli  molekiiler saperonlar GRP78, GRP94, Calnexin, Calretikulin;
posttranslasyonel modifikasyonda yer alan enzimlerden protein disiilfid izomeraz
(PDI), oksidorediiktaz; protein glikozilasyonu ve lipitasyonda gorevli proteinler;
lipid ve membran biyosentezinde gorevli diger bircok protein ER liimeninde yer

almaktadir.

UPR bir diizen icinde gergeklesen ve kompleks bir hiicresel yanit siirecidir.
Pankreatik ER-kinaz (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK), Aktive edici Transkripsiyon
Faktorii-6 (ATF6) ve Inositol-Gerektirici Enzim 1 (IRE1 veya ERN1) gibi 3 temel
ER transmembran reseptorii araciligi ile diizenlenir. Normal sartlardaki hiicrede, her
tic ER stres reseptorii de ER saperon proteini GRP78 araciligi ile inaktif durumunu
sirdiirir. ER stresini tetikleyecek kosullarda GRP78, biriken katlanmamis
proteinlere baglanmak icin ER reseptorlerinden ayrilir ve siireg ER stres

reseptOrlerinin aktivasyonuyla UPR nin baglatilmasi ile sonuglanir.

GRP78 ile interaksiyonda olan IRE1 ve PERK’in ER-luminal bélgeleri oldukga
korunmus bolgelerdir, ancak ATF6 bu 6lciide korunmus degildir. Mayada IREI,
GRP78 ayrilmasindan ziyade, reseptor-benzeri sekilde luminal bolgelerinden

katlanmamis proteinlere direkt baglanarak aktive olmaktadir (Gardner & Walter,

2011).
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Sekil 1.5. UPR’nin temel regiilasyonu (Gorman ve ark., 2012)

1.5.1.1.1. Temel Regiilator GRP78

Bircok ER-proteini arasindan one ¢ikan GRP78’dir; ciinkii kalsiyum baglanmasi
yapmast ve protein isleme fonksiyonu gibi 6zellikleri nedeniyle erken ER stres/UPR
baslaticis1 olarak gorev almaktadir. GRP78’in kiiltiir medyumunda glukozun sinirl
bulunmasi durumunda stimule edilerek hiicresel stres kosullarinda translasyonu
arttirlldigr gosterilmistir (Lee, 2001). Normal sartlardaki bir hiicrede ¢ok diisiik
miktarda eksprese olurken, 6zellikle ER stresi basladiginda ekspresyonu arttirilir

(Healy ve ark., 2009; Zhang ve Zhang, 2010).

GRP78, ER icindeki saperon proteinleri olarak tanimlanan 1s1 sok protein 70
(HSP70) ailesinin bir iiyesidir. Son yillarda GRP78’in ER diginda sitozolde (Ni ve
ark., 2009), mitokondride (Sun ve ark., 2006), niikleusta (Matsumoto ve Hanawalt,
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2000) ve timor hiicrelerinin  hiicre yiizeyinde (Zhang ve ark., 2010) de

bulunabilecegi gosterilmistir.

GRP78 proteinlerin katlanmamis bolgelerindeki hidrofobik rezidiileri tanir ve bu
bolgelere baglanir (Gething ve ark., 1999). ER liimeninde biriken katlanmamis
proteinler, ER stres mediyatorlerine baglanmak i¢cin GRP78 ile rekabete girer ve bu
rekabet GRP78’in ayrilmasi sonrasi mediyatdrlerin aktivasyonu ile sonuglanir.
GRP78 konformasyonel degisime ugrayana kadar substrat proteinlerine bagl olarak
stabil kalir. GRP78’in {i¢ ER stres mediyatoriintin luminal bolgesinden ayrilmasi
tamamen bu yarismaci mekanizma ile agiklanamamis ve ko-saperonlarin da GRP78

saliimini stimiile ettikleri 6nerilmistir (Shen ve ark., 2005).

GRP94 ise GRP78 promotoru ile ortak transkripsiyonel regiilator elementlere sahiptir
ve GRP78 ile koordineli regiilasyonu yapilir. ER’de yerlesik saperonlarin asir
ekspresyonu protein katlanmasina ve ER stresinin azaltilmasina yardimci olur

(Cohen ve Kelly, 2003).

Stres durumunda olmayan hiicrelerde ER liimeninde bulunan GRP78, 3 farkli ER
transmembran proteinine baglanir ve bu proteinlerin aktivitesini baskilayarak inaktif

halde tutar:

1- Pankreatik ER-kinaz (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK) (Fels ve Koumenis, 2006),
2- Aktive edici Transkripsiyon Faktorii 6 (ATF6) (Sommer ve Jarosch, 2002),

3- Inositol-Gerektirici Enzim 1 (IRE1) (Ron ve Hubbard, 2008),

Hiicrede ER stresi baslamasi ve yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin
birikmesi ile birlikte GRP78 saperonu, PERK, IRE1 ve ATF6’dan ayrilir ve bu
proteinlerin aktivasyonu ile ER stres yaniti/UPR’yi baglatmis olur (Malhotra ve
Kaufman, 2007). GRP78, transkripsiyon faktorleri ATF6 (Yoshida ve ark., 1998) ve
ATF4 (Luo ve ark., 2003) aracilig1 ile ER stresi tarafindan upregiile edilir. GRP78

proteininin artmast hem ER icindeki protein katlanmasina yardim eder, hem de
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PERK, ATF6 ve IRE1’in luminal bolgelerinden baglanarak mediyatorleri inaktif
edebilir. Boylece GRP78, feed-back mekanizmasinin bir pargasi olarak proteinlerin

yeniden katlanmasina yardim eder ve UPR inaktivasyonu yapar.

1.5.1.1.2. PERK

ER stresi ile aktive olan ilk ER stres reseptoriidiir. Sitoplazmik katalitik bolge ve
luminal GRP78-baglant1 bdlgesinden olusan serin/threonin transmembran protein
kinazdir. Stres kosulundaki hiicrede UPR’nin ilk adimi olarak PERK,
oligomerizasyon ve sitoplazmik katalitik bolgesinin trans-otofosforilasyonu ile aktive
olur. Aktive PERK daha sonra Okaryotik inisiyasyon faktorii 2 alfa (elF2a) alt
tinitesini fosforiller ve tranlasyon inisiyasyon kompleksinin (elF20—GTP—-Met-
tRNAi) bir araya gelmesini engeller, boylece genel (cap-dependent) protein
translasyonunu baskilamis olur (Harding ve ark., 1999). Genel protein sentezinin
baskilanmast hem ER’ye daha fazla protein birikimini onler; hem de siklin D1
birikimini bloke ederek hiicrelerin G1 evresinde tutulmasina neden olur (Hamanaka

ve ark., 2005).

PERK™ olan fare embriyonik fibroblast hiicrelerinin (MEF), ER-stres indiikleyici bir
ajan ile muamele edildiginde, protein translasyonunu baskilayamadiklar1 ve hiicre
Olimiiniin  arttig1  gosterilmistir. Devaminda Sikloheksimid muamelesi ile
translasyonun baskilanmas1 sonucu ER-stresince indiiklenen Oliimiin azaldig
saptanmistir. Bu sonuglar katlanmamig protein birikiminin engellenmesinin, hiicre

sagkalimi agisindan olduk¢a Onemli oldugunu gostermektedir (Harding ve ark.,
2000b).

elF2a fosforilasyonu ve genel protein sentezinin baskilanmasina ragmen, UPR’de
gorevli olan proteinlerin translasyonu, elF2a-bagimsiz alternatif translasyon yolagi
(cap-independent) ile devam eder. Bunlar arasindan en iyi karakterize edilen Aktive
edici Transkripsiyon Faktorii 4 (ATF4)’tir (Vattem ve Wek, 2004). ATF4,
CCAAT/enhancer baglayici protein (C/EBP) ailesi iiyesi transkripsiyon faktoriidiir.
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ATF4 translasyonu, elF2a fosforilasyonu oOncesinde upregiile olur ve amino asit
metabolizmasi, redoks reaksiyonlari, stres yanit1 ve protein sekresyonunda goérevli

genleri indiikleyerek hiicre sag kalimini arttirici yonde etki yapar.

PERK aktivasyonunu takiben, ATF4 sitoprotektif etkili protein Stanniocalcin 2
(STC2) (Ito ve ark., 2004) ve GRP78’in (Luo ve ark., 2003) aktivasyonunu yapar. Bu
yonii ile ATF4 iyilesme ve adaptasyon ile ilgili genlerin transkripsiyon faktorii
gorevindedir (Harding ve ark., 2003). Ancak ATF4 tarafindan indiiklenen genlerin
tamami hiicre canlilig1 ile iligkili degildir. Hiicrede apoptozu indiikledigi diisiiniilen
transkripsiyon faktorii C/EBP homolog proteini (CHOP)’'un (Wang ve ark., 1996)
indiiksiyonu ATF4 ile 6nemli sekilde iliskilidir (Harding ve ark., 2000a). PERK
aktivasyonu baslangigta orta dereceli ER stresi karsisinda koruyucu ve sagkalim
yoniinde sinyal saglar. Ancak PERK aktivasyonu ATF4 iizerinden CHOP

indiiksiyonu yaparak sagkalim sinyalini 6liim sinyali yoniinde degistirir.

PERK’in ikinci hedefi transkripsiyon faktorii, niiklear faktor (eritroid-derive 2)-
iligkili faktor 2 (NRF2)’dir. NRF2 fosforilasyonu, inhibitérii olan KEAPI1’den
ayrilarak serbest hale gelmesini ve oksidatif stres sinyali ile ilgili hedef genleri

indiiklemesine neden olur (Cullinan & Diehl, 2004).

Stres ile indiiklenebilir protein p58"™¢

, HSP40 ailesi iiyelerindendir ve yeniden
katlanma icin HSP70’1 uyararak stres mediyatorii PERK’in inhibitorii olarak
bilinmektedir (Melville ve ark., 1999). p58"“nin PERK’in kinaz bdlgesi ile
interaksiyon kurarak inhibe ettigi ve p58" ekspresyonunun eIF2a fosforilasyonunu
azaltigi gosterilmistir (Yan ve ark., 2002; van Huizen ve ark., 2003). p58"<
ekspresyonu X-box baglayici protein 1 (XBP1) tarafindan regiile edilir ve ER stres
kosullarinda PERK aktivitesini sinirlayarak negatif feed-back mekanizmasi olarak

8IPK,

calisir. p5 nin ER limeni icinde lokalize oldugu ve GRP78’in ko-saperonu

olarak davrandigi da rapor edilmistir (Rutkowski ve ark., 2007).
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1.5.1.1.3. ATF6

ER stresinin ¢esitli etkenlerle indiiklenmesi sonucu PERK’i takiben ATF6
aktivasyonu gerceklesir. ER igerisinde konstitiitif olarak 90kDa transmembran
proteini olarak eksprese edilir. Diger ER stres reseptorlerinin aksine GRP78’in
ayrilmasindan sonra oligomerizasyon ve otofosforilasyon yapmaz; Golgi’ye
transloke olarak sitozolik N-terminal temel 16sin fermuar bolgesinden, SP1 ve SP2
proteazlarinca kesimlenerek S50kDa’luk c¢oziinebilir bir fragment olusturur
(intramembran proteolizis) (Ye ve ark., 2000). Sonrasinda ATF6, niikleusa transloke
olarak promotorunda ER stres response elementi (ERSE) tasiyan genlerin
transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gosterir (Yamamoto ve ark., 2005).
ATF6’'nin  o6nemli hedefleri icinde saperon proteinleri (GRP78, GRP94),
Transkripsiyon Faktor XBP1, PERK inhibitor proteini p38'°K, transkripsiyon faktorii
CHOP (Haze ve ark., 1999; Ye ve ark., 2000; Yoshida ve ark., 2001; van Huizen ve
ark., 2003) bulunmaktadir.

15114 IRE1

GRP78’in ayrilmasini takiben PERK ile ayn1 mekanizma ile otofosforile ve aktive
olarak endoniikleaz fonksiyonu kazanir. Sitoplazmik kismi igerisinde serin-treonin
kinaz bolgesi ve C-terminal endoriboniikleaz bolgesine sahiptir. Aktivasyonu sonrasi
XBP1 mRNA’sinin kesimlenmesini yaparak XBP1 splays formunun translasyonunu
saglar. XBP1’in splays olan aktif formu, bir transkripsiyon faktorii olarak ERAD ve
protein katlanmasinda gerekli olan genlerin ekspresyonunu kontrol eder (Ron ve
Hubbard, 2008).

IRE1 aktivasyonu sonrasi, endoniikleaz aktivitesi sayesinde membran ve sekrete
proteinleri kodlayan mRNA’larin hizli bir degredasyonunu gergeklestirir. Bu yolak
“Regiile edilmis IRE1-Bagimli Degredasyon (RIDD)” olarak adlandirilmaktadir
(Hollien ve ark., 2009).
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IRE1 aktivitesi, UPRozom olarak tanimlanan ve kompleks halinde etkilesim i¢indeki
birkag¢ protein tarafindan diizenlenir (Hetz ve Glimcher, 2009). Deneysel olarak
uzatilmig IRE1 sinyali (XBP1 splaysi ile belirlendigi gibi), ER stresinden bagimsiz
olarak hiicre sag kalimini indiikler (Lin ve ark., 2007; Lin ve ark., 2009). ER stres
durumunda IRE1 PERK’ten 6nce inaktif olur, bu nedenle PERK sinyali hala devam
ederken IRE1’in sitoprotektif fonksiyonu uzun siire devam edemez (Lin ve ark.,

2007). IRE1 sinyal siliresini modiile eden mekanizmalar hiicre kaderini etkileyebilir.

B-hiicreli Lenfoma (Bcl2) aile iiyeleri, ER’de Ca*® homeostazim ve ER-mitokondri
iletisimini  etkileyerek indirekt olarak ER stresince indiiklenmis apoptoz
mekanizmasina dahil olur (Szegezdi ve ark., 2009). Bcl2 aile tiyeleri ayrica direkt
olarak IRE1 ile interaksiyonda bulunur, ER stresi boyunca fonksiyonunu diizenler ve
IRE1 sinyali diizeyinde ER stresince indiiklenmis 6limii diizenler (Hetz ve ark.,
2006) (Sekil 1.6.). BAX ve BAK, ER stres bagimli bir sekilde IRE1 ile kompleks
olustururlar. BAX/BAK eksikligi olan hiicrelerde, ER stresi sirasinda XBP1
splaysinin ve IRE1 fosforilasyonunun azaldig1 gosterilmistir (Hetz ve ark., 2006).
BAX ve BAK ile IRE1 interaksiyonu, IRE1 aktivasyonu i¢in ¢ok Onemlidir ve
IRE1’in pro-apoptotoik sinyale dogru kaymasinit miimkiin kilar. BAX/BAK eksikligi
olan hiicrelerde, ER hedefli BH3-only proteinleri Bim veya Puma ko-ekspresyonu,
XBP1 splayst olmaksizin IREl-bagimli olarak c-Jun N-terminal kinaz (JNK)

aktivasyonu ile sonuglanir (Klee ve ark., 2009).

Bax ve BAK ile IRE1 kompleksinin ayrilmas1t BAX Inhibitérl (BI-1)’den etkilenir.
Bl-1, ER ve niiklear zarf iizerinde lokalize transmembran proteinidir ve BAX
tarafindan indiiklenen hiicre Oliimiinii baskilar (Robinson ve ark., 2011). BI-1,
IRE1’in sitoplazmik kismi ile kompleks olusturur. BI-1 eksikligi, artmis IREI
aktivitesi ve arttirllmig XBP1 kesimlenmesi ile sonug¢lanirken, BI-1 asir1 ekspresyonu
IRE1ve Bax/BAK interaksiyonunu engeller (Lisbona ve ark., 2009). BI-1, bir ER-
lokalize Tip E3 ligaz olan Bifonksiyonel Apoptozis Regiilatorii (BAR) tarafindan
proteozomal degredasyon ile regiile edilir. Boylece BI-1 tarafindan yapilan IRE1
blokaji kaldirtlmis olur (Rong ve ark., 2011). Ancak BAR, ER stres sirasinda
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downregiile olur, paralel olarak BI-1 artarak uzamis ER stresi boyunca IRE1
sinyalini inhibe eder.

Dinlenme ——» | Kisa veya orta —_— Uzamig ER
kosullari sureli ER stresi stresi

Katlanmamig
protein

RP78
Bl-1
ER
membrani
CK
H 2A
JAB1

e
P
p A
0".

Adaptasyon

Sekil 1.6. IRE1 sinyali ve apoptotik 6liim ile iliskisi (Gorman ve ark., 2012)

IRE1’in ER stresine kars1t XBP1 splaysin1 gerceklestirerek prosurvival yoniinde etki
gostermesi, ER stresinin uzamasi1 ve katlanmamis proteinlerin hiicreden elimine
edilememesi sonucu proapoptotik bir mekanizmaya dogru kayar. IRE1, timor nekroz
faktor reseptor (TNFR-) iligkili faktor2 (TRAF2)’nin bir araya gelmesini uyararak
apoptoz sinyal-regiile edici kinazl (ASK1) ve JNK aktivasyonuna neden olur (Urano
ve ark., 2000; Nishitoh ve ark., 2002). Uzamis ER stresinde JNK aktivasyonu, anti-
apoptotik Bcl2 grup proteinlerini inhibe ederken, proapoptotik BH3-only
proteinlerinin (Bid ve Bim gibi) fosforilasyonu ve aktivasyonunu gerceklestirir
(Schonthal, 2012). Tim bu silirecin kombinasyonu Bak ve Bax’in
oligomerizasyonuna yol agarak mitokondri dis membran permeabilizasyonunun
artmasi ve intrinsik apoptotik siirecin baslatilmasi ile sonuclanmaktadir (Jéger ve
ark., 2012) (Sekil 1.6.).
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1.5.1.1.5. Is1 Sok Proteinleri (HSP)

Stres proteinleri olarak da bilinen HSP’ler, ekspresyonlari farkli tiirde hiicresel
stresler tarafindan indiiklenen hayli korunmus proteinlerdir (Concannon ve ark.,
2003). HSP’lerin gii¢lii sitoprotektif etkileri mevcuttur ve diger hiicresel proteinlerin
molekiiler saperonlar1 olarak gorev alirlar. Akut veya kronik faz stres sirasinda
anormal aktivasyon gosteren hiicresel sinyallerin sonucu olarak proteinlerin yanlis
katlanmas1 ve agregasyonu; ayrica diizenleyici komplekslerin hasara ugramasi soz
konusu olur. Protein homeostazisindeki rolleri nedeniyle saperonlarin aktivasyonu

hiicrede dengeyi saglamaktadir.

ER liimeni igerisinde yerlesik, protein katlanmasina yardimei olan HSP homologu
GRP78’dir. HSP’ler hem sitoplazmik hem de ER-luminal bdlgesinde ER stresini
regiile edebilirler. ER stres mediyatorlerinin sitoplazmik HSP’ler ile etkilesimleri,

genel hiicresel stres ve UPR sinyalinin bir araya getirilmesini saglamaktadir.

Memeli HSP’leri biiytikliiklerine gore iki grup altinda siniflandirilmaktadirlar:
Yiiksek molekiiler agirhklh HSP’ler, ii¢ biiyiik saperon ailesini igerir; HSP9O0,
HSP70 ve HSP60. Bu saperonlardan bazilar1 hiicrede konstitiitif olarak eksprese
olurken, bir kismi stres kosullarinda indiiklenir. Bu proteinler farkli sub-seliiler
kompartmanlar1 hedefler. Yiiksek molekiiler agirlikli HSP’ler ATP-bagimh
saperonlardir. Konformasyonlarint diizenlemek ve ATP baglanmasi i¢in ko-
saperonlara ihtiya¢ duyarlar. Diisiik molekiiler agirhkhh HSP’ler (HSP27 gibi) ise
ATP-bagimsiz saperonlardir (Parcellier ve ark., 2003).

Farklt HSP’ler arasinda HSP27 ve HSP70, antikanser ilaglari, oksidatif stres veya
radioterapi sonrasi kuvvetle indiiklenen 6nemli saperonlardir. Transforme olmamis
hiicrelerde ¢ok diisiik diizeylerde eksprese olurlarken, kanser hiicrelerinde abundan

olarak eksprese edilmektedir ve bu yonleriyle malign hastaliklarda prognostik faktor

olarak kullanilabilirler (Garrido ve ark., 2006).
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HSP90’1n fiziksel olarak IRE1 ve PERK’in sitoplazmik kisimlari ile etkilesimde
oldugu gosterilmistir (Marcu ve ark., 2002). Bu interaksiyon HSP90 inhibitorleri ile
engellendiginde, IRE1 ve PERK proteinleri yari-Omiirlerinde azalma ve protein
miktarinda diisiis ile kendini gosterir. Ancak HSP90 inhibitorlerinin, ER stresi
durumunda translasyonel azalmayi engellemedigi ve azalmis miktardaki PERK’e

ragmen translasyon blokaj1 yapildigi da gosterilmistir.

1.5.1.1.5.1. HSP72

Saperon aktivitesi ATP bagimli olan stresle-indiiklenebilir HSP70 ailesi
tiyelerindendir (Young, 2010). Etkili aktivite i¢in ko-saperonlara da ihtiyac
duymaktadir. HSP72’yi asir1 eksprese eden hiicrelerin ER stresince indiiklenen hiicre
6limiine kars1 korunakli olduklari bulunmustur (Gupta ve ark., 2010b). Bu hiicresel
koruma sadece apoptotik mekanizma iizerindeki etkisine bagli degil, ayn1 zamanda
kesimlenmis XBP1 splays1 (sXBP1) diretilmesine de baglhdir. HSP72 asin
ekspresyonu, ER stresi siiresince arttirilmis ve uzamis XBP1 kesimlenmesine ve
IRE1 stimiilasyonuna neden olur. Ko-immiinprespitasyon deneyleri, IRE1
sitoplazmik kismi ve HSP72 ATPaz bolgesi arasinda bir fiziksel interaksiyon
oldugunu kanitlamistir (Gupta ve ark., 2010a). HSP72’nin diger UPR stres yolaklar
ile iletisimi saglayan merkezi bir yapist vardir. HSP72 normalde stres altinda
olmayan hiicrelerde eksprese olmazken, kanser hiicrelerinde ¢ok yiiksek
seviyelerdedir. Kanser hiicrelerinde HSP72, IREl ile kompleks olusturur,

XBP1kesimlesini uyarir ve pro-survival sinyalleri arttirir.

1.5.1.2. ER Stresi ve Kardiyak I/R veya H/R iliskisi

I/R veya hipoksi/re-oksijenasyon’a (H/R) maruz kalan miyokardiyumda veya kiiltiire
kardiyomiyosit hiicrelerinde hasara bagli gelisen ER stresi ve UPR aktivasyonu

yapilan sayisiz ¢alisma ile ortaya konmustur.
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Thuerauf ve ekibinin yaptiklart ¢alismada dominant negatif XBP1 ile muamele
edilen kiiltiire kardiyak miyositlerde, XBP1 yolaginin inhibe oldugu ve baglh olarak
H/R sonucu olusan apoptozda artis tespit etmislerdir (Thuerauf ve ark, 2006).

Martindale ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alisma, ATF6 yolaginin
miyokardiyumda olusan I/R hasarina karsi miyokardiyumun korunmasma katki
sagladigia dair ilk ¢aligmadir (Martindale ve ark., 2006). Tamoksifen tarafindan
aktive edilen ve kardiyak-sinirli ATF6 genini tasiyan transgenik fare modelinde
calistlmistir. Tamoksifen muamelesiyle ATF6’nin akut aktivasyonu sonucu
potansiyel koruyucu proteinlerin (GRP78, GRP94, PDI ve ERp72) ifadesinde artisa

bagli olarak I/R hasarinda azalma ile nekroz ve apoptozda diisiis oldugu saptanmustir.

Vitadello ve arkadaslar1 ise, XBP1 ve ATF6’nin kontroliinde olan GRP94 asir1
ekspresyonunun kalsiyum birikmesi veya iskemi nedeniyle olusan nekrozdan H9C2
kardiyak hiicrelerini korudugunu saptamiglardir (Vitadello ve ark., 2003) Daha 6nce
yapilan ¢alismalar da koruyucu proteinler hipotezini destekler sekilde, GRP78 pre-
indiiksiyonunun miyositleri oksidatif hasardan korudugunu (Zhang ve ark., 2004)

gostermektedir.

ATF6 inhibitori olan 4-(2-aminoethyl) benzensiilfonil fliioride ile muamele edilen
farelerde, kardiyak fonksiyonun azaldigr ve MI sonrasi 6liimiin arttig1 gosterilmistir

(Toko ve ark., 2010).

Kiiltire kardiyomiyositlerde ATF6’nin MANF (mesencephalic astrocyte derived
neurotrophic  factor) genini indiikkledigi ve miRNA ile endojen MANF
baskilandiginda I/R sonrasi hiicre 6liimiiniin arttig1 ve kiiltiir medyumuna eklenen
rekombinant MANF’nin I/R aracili 6liime kars1 kardiyak miyositleri korudugu

gosterilmistir (Tadimalla ve ark., 2008).

Ayrica ATF6 aktivasyonu ile indiiklenen Derlin-3’tin ERAD mekanizmasinda

onemli bir bileseni kodladigi; Derlin-3 asir1 ekspresyonunun ERAD’1 arttirarak
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iskemice indiiklenmis Olimden kardiyomiyositleri korudugu bir c¢aligmada

gosterilmistir (Belmont ve ark., 2010).

1.5.1.3. ER Stres Indiikleyici Ajanlar

ER stresini indiikledigi gosterilmis hiicrede stres yaratan ve normal kosullarda da
metabolizmamizin birer iiriinii olarak sentezlenen veya sentetik olarak iiretilmis bazi
ajanlar cesitli yolaklar iizerinden ER stres aktivasyonu yapabilir. ER stresinin
indiiklenmesi hiicrede adaptif yanit sinyallerini arttiracagi i¢in pro-survival yoniinde
avantaj saglayabilir. Ancak uzamis siireli ER stresi veya c¢ok siddetli stresin
sonucunda hiicrede apoptotik kayma gerceklesir ve pro-survival sinyallerin yerini
proapoptotik sinyaller alir. Kolesterol, homosistein, glukoz, yag asidi ve palmitat gibi
metabolik faktorler ER stresini hizlandirmaktadir (Zhang, 2010, Karaskov ve ark.,
2006). Sentetik olarak ise DTT (dithiothreitol) redoks durumunu, Tapsigargin
kalsiyum seviyelerini ve Tunikamisin protein glikozilasyonunu degistirerek ER’de

strese ve UPR cevabinin baglatilmasina neden olmaktadir (Ron ve Walter, 2007)

Iskemi/repefiizyona maruz kalan bir miyokardiyumda oksijen ve besin azligini takip
eden ani serbest oksijen radikallerinin birikiminin de ER stresini indiikledigi ve

miyokardiyal 6liime neden olabilecegi bilinmektedir (Hausenloy ve Yellon, 2007).



Cizelge 1.1. UPR’yi etkileyen ajanlar ve ER-aracili apoptoz sinyali (Minamino ve ark.,

2010)

Ajan

Mekanizma

Potensiyel endikasyon

Phenylbutyrate

Kimyasal saperon

Kalbin korunmasi (28,119)
Atherosklerozun onlenmesi (88)

Tauroursodeoxycholic
asit

Kimyasal saperon

Kalbin korunmasi;
Atherosklerozun 6nlenmesi (88)

BiP inducer X76

GRP78 indiiksiyonu

Kalbin korunmasi

Curcuminl04

GRP94 indiiksiyonu

Kalbin korunmasi

elF2a defosforilasyonu

Kalbin korunmasi;

Salubrinal93 inhibitérii Kardl)(.ak hlpertroflnln
onlenmesi

Sunitinib96 IRE1 aktivasyonu

kI EROI inhibitdrii ROS azalmas (125)

Fused heterocyclic

ASKI1 inhibitorii

Kalbin korunmasi (4,126)

compound
Kardiyak
CHOP indiiksiyonunun hipertrofinin/yetmezligin
SR engellenmesi onlenmesi (28)
ve Atheroskleroz
Kardiyak
SB203580 CHOP fosforilasyonu hipertrofinin/yetmezligin

onlenmesi (28)
ve Atheroskleroz

TNF-a antikor

CHOP indiiksiyonunun
engellenmesi

Kardiyak
hipertrofinin/yetmezligin
onlenmesi (28,39)
ve Atheroskleroz

CS-866

Asir1 basingla ER stresini
azaltmak

Kalbin korunmasi (38)

Pravastatin

Asir1 basingla ER stresini
azaltmak

Kalbin korunmasi (38)

Pioglitazone120

ER stresini azaltmak

Kalbin korunmasi;
Atherosklerozun 6nlenmesi

AICAR; metformin

AMPK aktivasyonuyla ER
stresini azaltmak

Kalbin korunmasi (37,121);
Atherosklerozun 6nlenmesi
(82,122)

Isoproterenol

Proteozom aktivasyonu ve
olusmasi

Kalbin korunmasi (107);
Atherosklerozun 6nlenmesi

AICAR: 5-aminoimidazole-4-carboxyamide-1-p-D-ribofuranoside.
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1.5.2. iskemi-Reperfiizyon ve ER Stresi

I/R hiicrede, ilk amaci hiicresel fonksiyonlar siirdiirmek olan, ancak sonugta hiicre
Oliimiine yol acabilecek bir sinyal kaskadini baglatir (Crow ve ark., 2004).
Hiicrede I/R kardiyak miyositlerde ER stresini tetikleyebilir:

e Iskemi hali mitokondriyal enerji iiretimini tehlikeye atar,

e ER saperonlarinin dogru calismasint engelleyerek sekrete olacak ve sitozolik

olmayan nascent proteinlerin agregasyonu ile sonuglanir,

e ER’nin protein matiirasyonunda kurdugu baglardan disiilfit bag olusumu i¢in elzem

olan yiikseltgen ortamin bozulmasina yol agar,

e I/R sitozolde ve ER iginde Ca*? dengesizligi yaratir, ki bu durum miyokardiyal

kontraktilite ve ER saperon fonksiyonunu hasara ugratir (Benjamin, 2006).

Reperfiizyon veya hafif iskemi, mitokondriyal solunum zinciri boyunca reaktif
oksijen ve nitrojen tiirlerinin olugmasmi saglar ve bu radikaller proteinlerin
dordiinciil yapilarini degistirerek hiicrede hasarli protein birikimine neden olmaktadir
(Benjamin, 2006). Tim bu nedenlerle iskemi ve reperfiizyon sonrasi kardiyak

miyositlerde UPR yaniti baglatilir.

Iskeminin in vitro stimiilasyonu sonrasi kardiyak miyositlerde ER saperonlari,
GRP78 ve GRP94’1in, 4 saat i¢inde ekspresyonlar1 indiiklenmistir (Thuerauf ve ark.,
2006). Ayrica in vivo diizeyde Langendorff-perfused fare kalbinde I/R hasari sonrasi
GRP78 ve GRP94’lin ekspresyonlarinin arttig1 da gosterilmistir (Martindale ve ark.,
2006). GRP94’iin iskemi stimiilasyonu ve Ca*? asir1 birikmesine karsi, kardiyak
miyositleri korudugu tespit edilmistir (Vitadello ve ark., 2003). GRP78/94’lin asir1
ekspresyonu, I/R tarafindan yaratilan ER stresi ve kardiyak hasar1 veya proteozom
inhibisyonunu azaltir (Reddy ve ark., 2003; Vitadello ve ark., 2003; Fu ve ark.,
2008).
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Hipoksi uyarist UPR’nin her 3 kolunu da aktive ederek; elF2a fosforilasyonu ve
ATF4 indiiksiyonu (PERK yolagi); ATF6 ekspresyonu ve XBP1 mRNA ekspresyonu
sonrasi splaysi (IRE1 yolagi) iizerinden hiicrede strese karsi bir cevap olusturur

(Terai ve ark., 2005; Szegezdi ve ark., 2006; Thuerauf ve ark., 2006).

Kardiyomiyositler iizerinde yapilan c¢alismalarda da hipoksi sonrast CHOP
ekspresyonu in vitro ortamda gosterilmis, ayrica Kaspaz-12’de kesimlenme ve
aktivasyon tespit edilmistir (Terai ve ark., 2005; Szegezdi ve ark., 2006). CHOP veya
Kaspaz-12’nin siRNA-aracili susturulmasi ile iskemice indiiklenen kardiyomiyosit
apoptozunun azaldigr gosterilmistir (Terai ve ark., 2005). Yapilan bu calismalar

iskemi-iligkili kardiyak miyosit hasarinda ER stresinin roliinii gostermektedir.

Yapilan bir ¢alismada monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) asir1
ekspresyonunu yapan bir fare kalbine ER stres-iligkili genlerin transkripsiyonel
olarak aktif oldugu tespit edilmistir. MCP-1, inflamatuvar hiicreleri kalbe toplayarak
iskemik kalp hastaligmna yol agmaktadir. Indiiklenen bu genler arasinda GRP7S,
GRP94, ATF6, ERO1, CHOP ve PDI ailesi proteinleri bulunmaktadir ayrica
ozellikle dejenere olan kardiyomiyositlerde ERAD aktivasyonu goriilmiistiir (Azfer
ve ark., 2006).
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Sekil 1.7. iskemi-ER stresi iliskisi (Schonthal, 2012)

1.6. Hiicrede Oliim Yolaklari

Temel olarak hiicre 6liimii 3 sinif altinda toplanabilir.
e Apoptotik hiicre 6liimii: Programli hiicre 6limii

e Otofajik hiicre oliimii: Otofajik vakuoller araciligi ile gerceklesir, kromatin

kondensasyonu gozlenmez.

e Nekrotik hiicre 6liimii: Hiicrede inflamatuvar yanit1 baslatir.

1.6.1. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K Kerr tarafindan nekrozdan farkli olarak

gerceklesen diger bir 6lim sekli olarak tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre 6liimiinii
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ifade eder (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz, ¢esitli travmatik hiicre dig1 lezyonlar veya
genetik faktorler sonucu aktive olan ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis

bir mekanizmadir.

Fizyolojik agidan bakildiginda ise apoptoz, normal gelisim sirasinda ve olgun
organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin ortadan kaldirilmasindan sorumludur.
Apoptotik hiicre sayisi, organizmanin saglikli ya da hasta oldugunu belirlemede
onemli bir gosterge oldugu i¢in apoptoz mekanizmasinin hiicrelerde, denge unsuru

oldugu kabul edilmektedir (Thompson, 1994).
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Sekil 1.8. i¢sel ve dissal yolak ile indiiklenen apoptoz (de Vries ve ark., 2006)

Kemoterapi, radyoterapi ve bazi ajanlar hiicrede strese ve DNA hasarina yol
acmakta, bunun sonucunda tiimdr siipresor olarak bilinen p53 proteini artisi

goriilmektedir. Ayn1 zamanda mitokondri mebraninin yapist bozularak mitokondri
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zarindaki Sitokrom-C (CytC) sitoplazmaya gecerek apoptozom kompleksini aktive
etmekte, bunun sonucunda da efektor kaspazlar ile DNA fragmentasyonu ve apoptoz

gerceklesmektedir.

Bir diger yolak olan dissal yolakta ise hiicre yiizeyinde bulunan FAS veya TNF
reseptorleri uyarildigt zaman kaspazlar aktif olmakta ve apoptoz baslatilmaktadir

(Sekil 1.7)

1.6.2. ER Stresi Aracili Apoptoz

UPR’nin hiicrede temel fonksiyonu adaptif genleri ve sinyalleri stimiile ederek ER
homeostazini1 diizenlemek iken, uzamis veya asirt ER stresi hiicrelerin birka¢ farkli

mekanizma ile indiiklenen apoptoz yoluyla 6limiine neden olmaktadir.

1) PERK/ elF2a/ ATF4 yolagi: PERK yolaginda PERK, elF2a fosforilasyonu ve
ATF4’li indiiksiyonu yapar ve devaminda ATF4, CHOP ekspresyonunu arttirarak
apoptozu aktive eder. Aktive olan CHOP, transkripsiyon faktori GADD34, ERO1 ve
baz1 proapoptotik faktorleri indiiklerken anti apoptotik Bcl2’yi baskilar. GADD34
daha sonra elF2a’y1 defosforile ederek protein sentezini tekrar baslatir ve ER i¢inde
protein birikimine neden olur. Buna ilaveten CHOP, &liim reseptorii-5 (DRS5)’i
indiikleyerek hiicreleri ER stresi altinda apoptotik stimiilasyona karsi hassas hale
getirir (Yamaguchi ve Wang, 2004). Stres olmayan kosullarda hiicrede CHOP
miktart tanimlanamayacak kadar distikken, akut ER stresi ile birlikte

ekspresyonunda artis goriiliir (Schonthal, 2012).

2) IRE1 yolagi: IRE1 yolaginda ise aktive olan IRE1, TRAF2 ve ASKI1’i ER
membraninda toplar, JNK ve ASK1-bagimli 6liimii indiikler. IKK-NF«kB yolag: da
yine IRE1 tarafindan indiiklenir. IRE1 ayni1 zamanda hiicrede protein birikimini
onlemek i¢in mRNA degredasyonu da yapar ancak uzamais streste bu durum 6liim ile
sonuglanir. IRE1/TRAF2 kompleksi, Kaspaz-12’nin proteolitik kesimlenmesini
direkt olarak kolaylastirir ve bu sayede kaspaz kaskadini baslatir.
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ER stresince indiiklenmis hiicre 6liimii ve Bcl2 ailesi proteinleri ile ilgili ilk ¢alisma,
Bcl2’nin asir1 ekspresyonu (veya BAX ve BAK yoklugu) sonucu hiicrenin lethal ER
stresine karsit korunmus oldugunu gostermistir (Distelhorst ve McCormick, 1996).
Yapilan ¢alismalar ER stresince indiiklenmis apoptozun, mitokondri iizerinden
yiirliyen ig¢sel yolak tarafindan kontrol edildigini 6ne siirmektedir. Ancak Bcl2 ailesi
tiyelerinin ER membraninda yerlesik ve aktif oldugu da bilinmektedir (Krajewski ve
ark., 1993; Zong ve ark., 2003) ve yapay olarak ER membraninda Bcl2
hedeflenmesinin ER stresine karsi koruyucu oldugu Onerilmistir (Hacki ve ark.,

2000).
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Sekil 1.9. ER stres kosullarinda sagkalim ve apoptoz sinyali (Kadowaki ve Nishitoh, 2013)
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1.6.2.1. CHOP

CHOP stres altinda olmayan hiicrelerde ubikuitine halde bulunurken, UPR’nin aktive
olmasi ile indiiklenir (Ron ve Habener, 1992). CHOP asir1 ekspresyonu, hiicreleri ER
stresine karst farkli mekanizmalar aracilifi ile hassas hale getirir. ilk olarak
CHOP’un, anti-apoptotik Bcl2 seviyelerini disiirdiigli, ayrica BAX’1n mitokondriye
translokasyonunu  uyarmak suretiyle apoptozu indiikledigi  bilinmektedir
(McCullough ve ark., 2001). ikinci olarak ise CHOP, GADD34-directed protein
fosfataz-1 (PP1) ile elF2a defosforilasyonu ve aktivasyonu yaparak protein
translasyonunu yeniden baslatir ve direkt olarak UPR’yi sonlandirabilir. Bu
translasyon aktivasyonu hiicrede hasarli proteinlerin agregasyonuna ve proapoptotik

proteinlerin sentezine sebebiyet vermektedir (Marciniak ve Ron, 2006).

Terai ve arkadaslarinin ¢alismasinda, 6n-muamele olarak AMP-activated protein
kinase (AMPK)’in farmakolojik aktivatorii uygulanan hiicrelerde, hipoksi ile

indiiklenen CHOP ve Kaspaz 12 miktarinin diistiigii gosterilmistir (Terai ve ark.,

2005).

CHOP kardiyomiyositlerde, anti-apoptotik Bcl2 ve Bnip3 ekspresyonunu baskilar
(Fu ve ark., 2010; McCullough ve ark., 2011). Ayrica ER stres kosullarinda Bim’in
direkt olarak transkripsiyonunu indiikler ve ER membranina tasinmasini uyarir

(Puthalakath ve ark., 2007).

PARM-1"in (prostatic androgen repressed message 1) kardiyak hipertrofi ve takip
eden kalp yetmezligi modelinde arttigi da bilinmektedir (Isodono ve ark., 2010).
PARM-1 ekspresyonu ER stresi ile indiiklendigi ve PERK, ATF6 ve CHOP

ekspresyonunda regiilasyon ile kalpte koruyucu etkisi oldugu diistiniilmiistiir.

CHOP, PDI reoksidasyonunu katalizleyen EROla’y1 aktive eder ve siire¢ hidrojen
peroksid tiretimi ile sonug¢lanir (Gross ve ark., 2006; Ozcan ve ark., 2006). EROla,
CHOP’un alt yolaginda bulunan 6nemli bir apoptoz mediyatoriidiir. Distilfit bag
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olusumu sirasinda ER’de ortaya ¢ikan ROS, oksidatif strese neden olur ve apoptotik

hiicre 6liimiine katki saglar (Austin, 2009; Ron ve Walter, 2007).

1.7. UPR ve Kardiyak Hastaliklar

UPR hiicrede adaptif cevabin gelistirilmesi ve prosurvival sinyallerin baglatilmasi ve
sag kalimin artmasi i¢in olduk¢a 6nemli bir mekanizma iken; zamanla adaptif bu
cevap proapoptotik sinyallere dogru kayabilir. Bu c¢ergevede bakildiginda
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi amaciyla UPR hedeflenmesinde 2 temel
yaklagim vardir. 11k yaklasim stres ile basa ¢ikmak icin UPR’nin adaptif yolaklarinda
gorevli bilesenlerin uyarilmasiyla strese adaptif bir yanit olusturulmasidir. Ikinci

yaklasim ise UPR nin pro-apoptotik yolaklarinda gorevli bilesenleri inaktif etmektir.

Iskemik &n-kosullama veya sonradan-kosullama uygulandiginda UPR aktivasyonu
iligkili kardiyak hasarin azaldig1 rapor edilmistir (Shintani ve ark., 2006; Liu ve ark.,
2008).

Iskemik 6n-kosullama, izoproterenol ve forskolin muamelesi ile Protein Kinaz A
(PKA) aktivasyonu proteozom toplanmasi ve aktivitesini arttirir (Asai ve ark., 2009).
Buna gore PKA aktivatorlerinin kullanilmasi, proteozom fonksiyonunu arttirarak
ER’de baslatilan apoptoz sinyallerini azaltabilir diisiincesi one siiriilmiistiir. Iskemik
on-kosullamanin kalbi, artan GRP78 ekspresyonu ile iligkili I/R hasarina karsi
korudugu da gosterilmistir (Shintani ve ark., 2006).

1.8. Glukokortikoidler

Fizyolojik stres giinliik hayatimizin kaginilmaz bir parcasidir. Stres viicutta adrenal
bezlerden glukokortikoidlerin sentezini ve salinmasini arttirir, bu durum dolagimda
3-16 pg/dl’den 25 pg/dl ve daha fazlasina kadar glukokortikoid taginmasina neden

olur. Glukokortikoidlerin en 6nemli formu, insanlarda kortizol (hidrokortizon gibi),
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rodentlerde kortikosterondur. Glukokortikoidlerin asir1 {iretimi, immun sistemi
baskilayarak psikiyatrik hastaliklar, metabolik hastaliklar ve osteoporoza neden
olurken; glukokortikoidlerin lenfositler, osteositler ve noral hiicreler gibi bir dizi
hiicre tipinde apoptozu indiikledigi de bilinmektedir (Piazza ve Le Moal, 1996; Sun
ve ark, 2008a,b,c; Chen ve Sun, 2009). Deksametazon, Kortizon, Prednizon ve
Metilprednizolon gibi sentetik glukokortikoidler anti-inflamatuvar ajan ve immun-

baskilayici 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.

Glukokortikoidler, sitoplazmik glukokortikoid reseptdriine baglanarak biyolojik
fonksiyon gosterirler. Glukokortikoid reseptorii, HSP90 ailesine ait alfa (94 kDa) ve
beta (90 kDa) olmak {izere iki izoformdan olusur (Yudt ve Cidlowski, 2002). Alfa
izoformu glukokortikoid baglanmas1 sirasinda aktif iken, liganda baglanmayan beta
izoformu dominant negatif regiilator olarak fonksiyon gosterir. Ligand baglanmasi
sirasinda, glukokortikoid reseptoriic HSP90 kompleksinden ayrilarak niikleusa
transloke olur ve burada Glukokortikoid Reseptor Response Element’i
(AGAACAnNnnTGTTCT palindromik sekansindan olusur) promotor bdlgesinde
tastyan hedef genleri aktive eder. Glukokortikoid reseptorii, transkripsiyonu DNA

baglanmasindan bagimsiz sekilde de regiile edebilir:
e Diger transkripsiyon faktorlerini baskilayan bir homodimer olusturmak yoluyla,

e Histon asetil transferaz veya deasetilaz aktivitesini degistirerek kromatin yapisinin
modifikasyonu yoluyla veya Kromatin-yeniden modellenme faktorii BRGI

interaksiyonu yoluyla (Deroo ve Archer, 2001),

¢ Diger ko-regiilatorler yoluyla (Lonard ve O'Malley, 2007).

1.8.1. Glukokortikoidler’in Kardiyak Hastaliklarda Kullanimi

Glukokortikoidlerin fonksiyonu ve farmakolojik uygulanmalari hakkinda birgok
calisma yiiriitiilmiis olmasina ragmen, bu steroidlerin kalpteki etkisi tam olarak

aydinlatilamamistir.  Yapilan bir ¢aligmada kardiyo-pulmoner bypass ameliyati
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oncesi tek doz Metilprednizolon uygulanmasinin miyokardiyal fonksiyonu arttirdig:
gosterilmistir (Liakopoulos ve ark., 2007). Daha onceki bir ¢aligmada, hidrokortizon
muamelesinin kopeklerde deneysel olarak olusturulan MI sonrasi, infarkt alanini

kiciilttigl tespit edilmistir (Libby ve ark., 1973).

Glukokortikoidlerin gozlenen bu koruyucu etkilerinin aksine, Glukokortikoid
reseptdr geninin asir1  ekspresyonu Ozellikle kardiyomiyositlerde benign
elektrokardiyogram anomalilerine neden olur (Sainte-Marie ve ark., 2007). Ayrica
adrenalektomi ile kortikosteroid miktarinin diismesi, sarkoplazmik retikulum-iliskili
Ca*%-calmodulin kinazII protein ekspresyonunu diisiirerek SR’da Ca*? dongiisiinii

sekteye ugratir (Rao ve ark., 2001).

Hiicresel seviyede, Deksametazon hiicre disina dogru K* ve L-tip Ca*? akisini regiile

ederek aksiyon potansiyeli repolarizasyonunu siirdiiriir (Wang ve ark., 1999).

Chen ve ekibinin c¢alismasinda, 2005°te yaptiklart bir calismada kortikosteron
uygulanan fare kardiyomiyositlerinde mikroarray analizi kullanilarak 140 genin
upregiile, 108 genin ise downregiile oldugu ve upregiile genler arasinda anti-
apoptotik Bcl-xL ve p38 MAP kinaz, CREB, c/EBP-beta ve Sp3 transkripsiyon
faktorlerinin bulundugu gosterilmistir (Chen ve ark., 2005; Sun ve ark., 2008a,b; Sun
ve Chen, 2008). Bu in vitro ¢alisma bizde, glukokortikoidlerin kardiyomiyositler
tizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu diisiincesini gelistirmistir. In vivo bir bagka
calismada ise Deksametazon ile onceden muamele edilen farelerde, sol anterior
desendent koroner arter tikanmasi ile yaratilan hipoksi sonrasi, infarkt alaninin
kiiciildiigti, kardiyak troponin I (cTnl) saliminin azaldigi, Bel-xL ekspresyonunun
arttigit ve apoptoz oranmin distigli gosterilmistir. Glukokortikoid reseptor
antagonisti Mifepreston ile muamele sonrasinda Deksametazon’un yarattigi

kardiyoprotektif etkinin tersine dondiigii de tespit edilmistir (Chen ve ark., 2005).

Fare kalbine Metilprednizolon ile dnceden muamele edilmesini takiben deneysel
olarak yaratilan MI sonrasi, I/R hasarindan kalbi koruyucu etki gosterdigi tespit

edilmistir. Bu calismaya gore, global iskemi Oncesi belli zaman araliklarinda
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Metilprednizolon uygulanan izole fare kalp hiicreleri, I/R hasarina karst korunmus,
infarkt alanin Metilprednizolon uygulanan 6rneklerde daha kiiciik oldugu gdsterilmis
ve Metilprednizolon’un bu koruyucu etkisinin HSP70 ailesi proteinleri araciligiyla
olustugu tespit edilmistir (Valen ve ark., 2000). HSP70 ailesi saperonlarinin, hiicrede
yanlig katlanmis proteinlerin uzaklastirilmasi ve normal kardiyak protein sentezinin
yeniden kurulmasi gibi kardiyoprotektif yonde etkileri oldugu bilinmektedir
(Morimoto ve ark., 1997).

Bunlara destek olarak bir baska calismada iskemik oOn-kosullamay: taklit eden
Endothelin-1 ile 6nceden muamele edilen kardiyomiyositlerin hipoksiye karsi
toleranslarinin artt1igi ve bu mekanizmanin HSP70 ve GRP78 ekspresyonunun
indiiklenmesi aracigi ile gercgeklestigi gosterilmistir (Pan ve ark., 2004). GRP78,
daha once belirtildigi gibi HSP70 saperon proteinleri ailesinden olup ER-stresi bagl
gelisen adaptif cevabin da anahtar proteini roliindedir. On-kosullama sonucu bu
saperon proteinlerinin aktivasyonu, hiicrenin ER cevabi gelistiriyor olabilecegini

diistindiirmiis olup ¢alismamizi sekillendirmistir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Caliymada Kullanmilan Kimyasal Madde ve Soliisyonlar

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan malzeme ve gerecler
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Besi Yeri

DMEMF12 Life Technologies- Gibco marka

Fotal Dana Serumu (FBS)

Biowest marka

Penisilin/Streptomisin

PAA marka

Hiicre Dondurma Tiipleri

Greiner bio-one marka

Dimetilsiilfoksid (DMSO)

Greiner bio-one marka

PBS (10X)

Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered Saline

Flask (75 cm?)

Orange Scientific marka

TriZOL Reagent

Life Technologies (Invitrogen) marka

Metilprednizolon

Prednol-L (40mg liyofilize enjektabl ampiil)
Mustafa Nevzat fla¢ Sanayii A.S.

Tripsin

Life Technologies- Gibco marka

cDNA Sentez Kiti

Roche marka/Transcriptor High Fidelity

synthesis kit

c-DNA

RT-PCR SYBR Green

Roche marka

2.2. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada, Dr.Mercy Davidson’in laboratuvarinda gelistirilmis, proliferasyon

yetenegi kazandirilmis insan ventrikiiler kardiyomiyosit hiicre hattt (Davidson ve

ark., 2005) olan AC16 hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicre hatti, infarkt alan

icermeyen, yetiskin ventrikiiler kalp dokusundan elde edilen proliferasyon yetenegi

olmayan primer kardiyomiyosit hiicrelerinin, SV40 onkogeni ile transforme edilmis

DWFblp0 fibroblast hiicreleri ile fiizyonu sonucu elde edilmistir. Morfolojik,
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molekiiler genetik ve immiinositokimyasal karakteristiklerinin kardiyomiyosit
hiicreleriyle ayn1 oldugu gosterilmis ve stabil olarak proliferasyon yetenegi
kazandirilmistir. AC16 kardiyomiyosit hiicre hatt1 i¢cin %10 FBS ve %1 oraninda
penicilin/streptomisin ve %1 L-glutamin igeren DMEM-F12 besiyeri kullanilarak, bu
hiicreler 37°C de ve % 5 CO,; %21 O, ve %74 N, igeren ortamda inkiibe

edilmislerdir. Hiicrelerin 2 giinde bir pasaj1 yapilmistir.

2.2.1. Hiicrelerin Pasajlanmasi

¢ 37°C etiivden biyogiivenlik kabinine alinan flasktaki besiyeri bosaltilmistir.

e 75’lik flaska 2,5 ml tripsin eklenerek 5 dakika siire boyunca 37°C etiivde
bekletilmigtir. Bu siire igerisinde tripsin enzimi etkisi ile hiicrelerin yiizeyden

ayrilmalar1 saglanmstir.

e 5 dakika sonra flask tekrar kabinine alinarak tripsinin inhibisyonu i¢in 5 ml
besiyeri eklenmistir. Besiyeri icerisinde ylizer konuma gelen hiicreler besiyeriyle

birlikte alinarak 15 mI’lik falkon tiipe aktarilmigtir.

e Falkon tiip icersindeki hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin

¢Okmesi saglanmstir. Ustteki besiyeri atilmistir.

e Falkon tiipe 4 ml taze besiyeri eklenerek hiicreler reslispanse edilmis ve yeni

flasklara ekim yapilmistir.

2.2.2. Hiicrelerin Hipoksik Ortamda Inkiibasyonu

AC16 kardiyomiyositleri, hipoksiye maruz birakilmadan 24 saat Once,
Metilprednizolon degisen dozlarda (0,2uM; 0,5uM; 1uM; 2uM; 5uM; 10uM; 25uM;
50uM; 100uM) uygulanmis; kontrol grubu olarak Metilprednizolon uygulanmayan
ve hipoksi uygulanmayan hiicreler kullanilmistir. Hiicreler 4 gruba ayrilacak olup

deney plan1 asagidaki gibidir.
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Cizelge 2.2. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan deney plani

NORMOKSI HIPOKSI
(%21 02, %5 CO2, %74 N2) (%5 02, %5 CO2, %90 N2)
Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon Metilprednizolon
uygulanmis uygulanmamisg uygulanmis uygulanmamis
(Farkli dozlarda) (Farkli dozlarda)

Hiicreler Metilprednizolon 6n-uygulanmasi sirasinda normoksik kosullarda (% 5
CO,, %21 O, ve %74 N,) inkiibe edilmistir.Normoksik sartlar1 takiben hiicreler, %5
CO,, %5 O, ve %90 N, iceren Billups-Rothenberg Hot Box System hipoksik
inkiibatorii i¢inde olusturulan hipoksik kosullarda (hipoksi) degisen saatlerde
(1,3,6,12 ve 24.h) inkiibe edilmis ve hipoksi uygulamasini takiben hiicreler alinarak
tekrar 2 saat normoksik (% 5 COy, %21 O, ve %74 Ny) kosullarda (re-oksijenasyon)
inkiibe edilmistir. Her deney setinden sonra inkiibatérden alinan hiicrelerden, RNA

izolasyonu yapilmustir.. izole edilen RNAlar -80°C’de saklanmuistir.

2.2.3. MTT (Dimetil Tiazol) Hiicre Canlilik Testi

Metilprednizolon uygulamasi ve H/R sonrasi AC16 hiicrelerinin canlilik diizeylerini
saptamak amaciyla MTT yontemi kullanilmistir. Caligmamizda 6nce iki farkli MTT
degerlendirmesi yapilmistir ilk olarak Metilprednizolon’un hiicreler iizerindeki
etkisini saptamak amaciyla bir MTT; daha sonra Hipoksi/Re-oksijenasyonun
hiicreler lizerindeki etkisini saptamak amaciyla bagka bir MTT yapilmistir. Sonuglara
gore esas calisma planimizi olusturan 24 saat Onceden Metilprednizolon 6n-
muamelesini takiben, H/R ger¢eklestirilmis ve nihai sonuglar bu is planina gore

hesaplanmustir.

Bu is planina uygun olarak asagidaki nihai protokol listelenmistir.
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o Kiiltiiri yapilan AC16 hiicreleri 96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 10.000
hiicre olacak bigiminde 100 pl hiicre besiyeri karisimi seklinde ekim yapilmis ve

kuyucuklara hiicrelerin homojen bir bigcimde yayilmasi saglanmistir.

e Daha sonra bu hiicreler 37 °C’de, %5 COy’li etiivde bir gece bekletilerek

yapismalar1 saglanmistir.

e Siire sonunda yapigan hiicrelerin  lizerindeki besiyeri alinarak farkl
konsantrasyonlarda Metilprednizolon igeren 250 pl besiyerleri eklenmistir.
Hazirlanan Metilprednizolon konsantrasyonlart 0,2uM; 0,5uM; 1uM; 2uM; 5uM,;
10pM; 25uM; 50uM; 100puM seklindedir. Bunlarin yani sira kontrol amach
Metilprednizolon uygulanmayan kuyucuklara Metilprednizolon’un ¢oziiciisii olan
dH,0 ve besiyeri karisimindan ayni oranda uygulanmistir. MTT analizleri yapilirken
diisiik dozlar olan 0,2-10 uM grubun kontrolii ayri; nispeten yiiksek dozlar olan 25-
100uM grubun kontrolii ayri1 olusturulmustur. Her bir Metilprednizolon

konsantrasyonu i¢in en az 3 kuyucuk kullanilmistir.

e 24 saat sonrasinda hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinarak hipoksik kosullar
oncesinde FBS icermeyen besiyerinde, normal etiiv kosullarinda 3 saat inkiibasyonu

yapilmustir.

e Bu asamay1 takiben 96 kuyulu plakalar hiicre 2 gruba ayrilarak hipoksiye maruz
kalacak grup hipoksik inkiibatore alinacak, normoksik grup ise normal kosullardaki

inkiibatorde birakilmistir.

e Hipoksinin farkli saatleri sonras1 (1,3,6,12 ve 24) hipoksik inkiibator agilarak her
saatin hiicreleri alinip iizerlerindeki serumsuz besiyeri atilarak serum ihtiva eden
besiyeri ile degistirilmis ve re-oksijenasyonun saglanmasi i¢in normoksik inkiibatore

alinmistir.

e 2 saat re-oksijenasyon sonrasinda hiicrelerin iizerindeki besiyeri alinarak her bir
kuyucuga 100 pl besiyeri MTT solusyonu karisimi eklenmistir (90 pl besiyeri + 10ul
Smg/ml MTT soliisyonu).

e Plak 37°C’de, %5 CO2’li etiivde 2 saat bekletilmistir.
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e Bu siire sonunda plak etiivden alinip kuyucuklarin {izerindeki MTT ve besiyeri

karigimi atilip her bir kuyucuga 100 ul DMSO (Dimetil siilfoksit) eklenmistir.

¢ 96 kuyucuklu plaktaki hiicrelerin canlilik 6l¢iimii spektrofotometre cihazinda 550
ve 690 nm’de yapilmistir. Sonuglar Gen5 bilgisayar programinda elde edilerek Excel

tablosuna aktarilmistir.

2.2.4. Hiicrelerden RNA izolasyonu ve Kantitasyonu

AC16 hiicrelerine I/R uygulanmasim takiben, Trizol (Invitrogen A.B.D.)
ekstraksiyon reaktifi ve reaktifin protokolii kullanilarak total RNA elde edilecektir.
Spektrofotometrede 260/280 dalga boyunda absorbans 0Ozeligine goére RNA
konsantrasyonu olgiilecektir. Ayrica %]1°’lik agaroz jel elektroforezinde, 1XTBE
Tamponu (100mM Tris, 100mM Borik asit, 2mM EDTA), etidyum bromid
goriintiileme yontemiyle RNA zincirinin biitiinliigii tespit edilecektir. Elde edilen

RNA’dan cDNA sentezi yapilarak qRT-PCR asamasina gecilecektir.

2.2.4.1. AC16 Hiicrelerinden RNA izolasyonu

Homojenizasyon:

e Hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edilir ve supernatant kisim atilir.

e Pelet lizerine (1x106 hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklenir.

Faz Ayrimi:

e Trizol ile homojenize edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edilir.
e Her tiipe 0.2 ml kloroform eklenir ve 15-30°C’de 10 dk inkiibe edilir.

¢ 12,000 x g.’de 2-8°C 13 dk santrifiij edilir.
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e Santriflij sonrasinda tiiplerde faz ayirimi goézlenir ve 3 faz olusur. RNA st

fazdadir.

RNA Coktiirmesi:

e Ust faz yeni bir ependorf tiipe aktarilir.

e Uzerine 0.5 mL izopropil alkol eklenir.

e 15-30°C’de 10dk inkiibe edilir.

o Tiipler 12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de santrifiij edilir.

e RNA tiipiin dibinde jel benzeri bir pelet olusturarak goriiniir hale gelir.

RNA Yikamasi:

e Siipernatant atilir ve 1 ml %75’lik etanol eklenir.
e Ornekler vorteks yapilarak, 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de santrifiij edilir.

RNA’nin Yeniden Coziilmesi:

e RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulur.
e RNA 35ul RNaz, DNaz i¢cermeyen su iginde ¢oziiliir.

e izole edilen RNA konsantrasyonu spektrofotometrede 260/280 dalga boyunda
absorbans 6zeligine gore Olciiliir. Ayrica %]1°lik agaroz jel elektroforezinde, 1XTBE
Tamponu (100mM Tris, 100mM Borik asit, 2mM EDTA), etidyum bromid
goriintlileme yontemiyle RNA zincirinin biitiinliigii tespit edilir. Elde edilen RNA’lar

cDNA sentezi i¢in kullanilir.
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2.2.4.2. AC16 Hiicrelerinden cDNA Sentezi

Izole edilen RNA &rneklerinden spektrofotometrik 6lciim sonuglaria gére 1000
nanogram kullanilarak ""Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis Kkit' (Roche,
Almanya) ile c-DNA sentezlenmistir. Roche cDNA sentez Kiti kullanilarak asagida

tabloda belirtilen protokol uygulanir.

Cizelge 2.3. cDNA sentez protokolii

Kalip-Primer Mix Hazirlamis::

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon
Total RNA Degisken 1000 ng
Random Hexamer Primer 2ul 60uM

Son hacim H,O ile 11.4 ul’
H,O, PCR-grade Degisken

ye tamamlanir.
Toplam Hacim 11.4 pl

65 °C’ de 10 dk == inkiibasyon

Master Mix Hazirlamisi:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity Revers

_ _ 4l 1X
Transkriptaz Reaksiyon Buffer (5X)
Protector RNaz inhibitor (40 U/ ul) | 0.5 ul 20U
Deoksiniikleotid Karisimi (10 mM ]

) 2ul 1 mM her bir dNTP

her bir dNTP)
DTT 1ul 5mM
Transcriptor High Fidelity Revers

) 1.1l 10U
Transkriptaz
Toplam Hacim 20 pl

29°C’ de 10 dk ==> inkiibasyon
48 °C’ de 60 dk ==> inkiibasyon
85°C’de5dk ™= revers transkriptaz inaktivasyon
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2.2.5. Real time PCR (gRT-PCR)

ACI16 hiicre serilerinde olugan H/R hasarini ve strese kars1 gelisen ER stresini tespit
etmek amaciyla; GRP78, PERK, IRE1l, ATF6, CHOP ve HSP72 gibi ER stresi,
hipoksi (HIF1a) ve apoptoz (BAX, BCL2, BCL-xL) ile ilgili genlerin ekspresyonu
Real Time-PCR kullanilarak tespit edilmistir. cDNA’s1 yapilan her hipoksik saatin
ornekleri ve kontroller kullanilarak SYBR Green floresans boyasi ile primerlerin
optimize edildigi sicaklikta kantitasyon yapilacaktir. Genlerin kantitasyonunu
yapabilmek amaciyla referans gen olarak housekeeping genlerden HPRT geni

kullanilmastir.

Cizelge 2.4. RT-PCR protokolii

RT-PCR Protokolii

Master Miks Hazirlanmisi

Bilesenler Hacim
H20, PCR-grade 2 ul
Primer (10xconc) (Forward) 0,5l
Primer (10xconc) (Reverse) 0,5 ul
Sybr Green (2xconc) Sul
cDNA 2 ul
Toplam Hacim 10 pl

gRT-PCR Program
Denatiirasyon 95°C 5dk
Amplifikasyon 95°C 30sn
*60°C 30sn 50 siklus (*gene gore degisebilir)
72°C 30sn
Erime 95°C 10sn
65 C 1dk
95°C siirekli
Soguma 40°C 10sn



Cizelge 2.5. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri ve bilgileri

RT-PCR’da Kullamilan Primer Dizileri

F=GATACCAACAGTAACCAACCTCAG | F: 63

HIF1o 71 bg
R= TCACAAATCAGCACCAAGCAG R: 63
F= GTCTACTATGAAGCCCGTCCA F: 61,53

GRP78 287 be
R= CACCTCCCACAGTTTCAATACC R: 61,39
F= AATGGGATAGTGACGAAATGG F: 58,28

PERK 205 bg
R= TCTTCTGTGTTCTCATTGGG R: 57,61

IREL F= GGAATTACTGGCTTCTGATAGGAC | F: 61,03 931
R= GATGTTTGGGTAGATTGTTGGGA | R:61,09 ¢
F= AACTTTCCGTGACTAAACCT F. 57,16

ATF6 162 bg
R=TTAATCTCGCCTCTAACCCT R: 58,01
F= AAATCTTCACCACTCTTGACCCT F: 62,07

CHOP 180 bg
R= GACCACTCTGTTTCCGTTTCC R: 61,64
F= TGCTGATCCAGGTGTACGAG F: 61,81

HSP72 202 bg
R=TTGGTGATGGTGATCTTGTTGG R: 61,33
F= GACGGCAACTTCAACTGGG F. 61,73

BAX 182 bg
R= AGGAGTCTCACCCAACCAC R: 61,33
F= CGGTGGGGTCATGTGTGTGGA F. 67,24

BCL2 280 bg
R= GGGGCAGGCATGTTGACTTCACT | R:67,85
F=GATCCCCATGGCAGCAGTAAAGCA | F: 67,71

BCL-xL 164 bg
R= CCCCATCCCGAAGAGTTCATTCA | R: 66,68

2.2.6. istatistiksel Analiz

Arastirmanin analizlerinin gergeklestirilmesi i¢cin SPSS 11.5 paket programi
kullanilmistir. Her bir degiskenin MP uygulamasi yapilan gruplar ile arasindaki
farkliliklarin incelenmesi amaciyla iki grup arasindaki karsilagtirmalar i¢in bagimsiz
gruplarda t-testi; ikiden fazla grup arasindaki farklarin kiyaslanmasi amaciyla ise Tek
Yonlii Varyans Analizi kullanilmigtir. Calismanin sonuglari ortalama ve standart

sapma tanimlayici istatistikleri ile Ozetlenmis ve istatistiksel anlamlilik seviyesi

olarak p<0.05 olarak belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. AC16 Hiicre Serisinin Mikroskop Goriintiisii

Gere¢ ve yontem kisminda belirtilen sekilde inkiibasyonu yapilan hiicrelerin

mikroskop goriintiileri inverted mikroskop yardimiyla kaydedilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. AC16 hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (40x, 100X)

3.2. MTT Hiicre Canlilik Testi Bulgular:

Degisen dozlarda Metilprednizolon’a maruz birakilan AC16 hiicreleri belirtilen

stireler sonunda MTT Hiicre Canlilik testi yardimiyla analiz edilmistir.
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AC16 hiicrelerine MP muamelesi ve MTT ile canlilik
analizi

100

80
60
40
20

0 T T T T T T T T T 1
kontrol 0.2uM 0.5uM  1pM  2uM  5pM  10puM 25pM  50uM 100pM

MP Dozlari

8824 9057 89,13 90,88 g75) 91,56 8954 g3y gc o3

Canhilik Yuzdesi

Sekil 3.2. AC16 hiicrelerine MP muamelesi sonrast MTT ile canlilik oranlar1 (p<0,05)

Cizelge 3.1. AC16 hiicrelerine MP muamelesi sonrast MTT ile canlilik yiizdeleri

MP dozlar 24. saat
Kontrol 100
0.2pM 88,24
0.5pM 90,57
1M 89,13
2uM 90,88
5uM 87,52
10pM 91,56
25uM 89,54
50uM 85,32
100pM 85,23

Elde edilen bulgular 1s181nda, bazi hastaliklarda klinik kullanimi onaylanmis bir ilag
olan MP’un farkli dozlarda hiicrelere uygulanmasinin, hiicre canlilig iizerinde toksik

bir etkiye sahip olmadig1 saptanmistir.

MP toksisitesini gosterdikten sonra AC16 hiicreleri degisen saatlerde hipoksi

kosullarin1 takiben 2 saat re-oksijenasyona maruz birakilmis ve hiicre canliliklar
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MTT Hiicre Canlilik testi yardimiyla analiz edilmistir. Buna gére H/R muamelesi
yapitlmamis kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, H/R uygulanan hiicrelerdeki
canlilik artis ve azalislar1 tiim deneme saatlerinde istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).

AC16 hiicrelerinin hipoksi ve re-oksijenasyon
sonrasli hiicre canlilik oranlari

112.33
130 7 107,26

Canhilik Yuzdesi
~
o
al
J\
el
0

kontrol 1.saat 3.saat 6.saat 12.saat 24 .saat

Hipoksi Saatleri

Sekil 3.3. AC16 hiicrelerinin hipoksi ve re-oksijenasyon sonrasi hiicre canlilik oranlar
(p<0,05)

Cizelge 3.2. AC16 hiicrelerine hipoksi/reoksijenasyon sonrast MTT ile canlilik yiizdeleri

(OD degerleri ) ) ) Hiicre canlihk
o Hipoksi Normoksi
cinsinden) oranlari (%)
1.h 0,20 0,17 112,33
3.h 0,19 0,18 107,26
6.h 0,21 0,23 88,42
12.h 0,21 0,26 82,90
24.h 0,14 0,25 56,88

[lag dozunun ve hipoksik saatlerin hiicreler iizerindeki etkisi gdsterildikten sonra 24
saat boyunca MP ile 6n-muamelesi yapilmis AC16 hiicreleri iki gruba ayrilarak
hipoksik grup hipoksi inkiibatoriinde, diger grup ise normal kosullarda olmak iizere

belirlenen saatlerde inkiibe edilmis ve her iki grup da 2 saat re-oksijenasyona maruz
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birakilmigtir. Normoksik ila¢ uygulanmamis kontrol grubuna goére, MP 0On-

uygulamasi yapilan hipoksik hiicrelerin canlilik oranlart MTT Hiicre Canlilik testi

yardimiyla analiz edilmistir.

120
100
80
60

40

Canhilik Yuzdesi

20

3.saat

100

’

== hipoksi 3.h

MP Dozlar

Sekil 3.4. AC16 hiicrelerinin MP 6n-uygulamasini takiben 3h hipoksi ve 2h re-oksijenasyon

sonrasi hiicre canlilik oranlar1 (p<0,05)

120

100

80

60

40

Canlihik Yuzdesi

20

6.saat

100 99,4
91,5 89,7 929 gg4 90,7 920

=—AC16

kontrol 0.5uM 1uM 2uM  5uM 10pM 25uM 50uM 100uM
MP Dozlari

Sekil 3.5. AC16 hiicrelerinin MP 6n-uygulamasini takiben 6h hipoksi ve 2h re-oksijenasyon

sonrasi hiicre canlilik oranlar1 (p<0,05)



120

100

80

60

40

Canlihk Yuzdesi

20

12.saat

100

kontrol 0.5uM 1uM

2uM  5uM  10uM 25uM 50uM 100uM
MP Dozlari

=¢=AC16
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Sekil 3.6. ACI16 hiicrelerinin MP o6n-uygulamasimi takiben 12h hipoksi ve 2h re-

oksijenasyon sonrasi hiicre canlilik oranlari (p<0,05)

120

100

80

60

Canhihik Yuzdesi

40

20

kontrol 0.5uM 1uM

2uM  5uM  10uM 25uM 50uM 100uM
MP Dozlan

=0—AC16

Sekil 3.7. ACI16 hiicrelerinin MP 06n-uygulamasimi takiben 24h hipoksi ve 2h re-

oksijenasyon sonrasi hiicre canlilik oranlari (p<0,05)



120
100
80
60
40
20

Canhilik Yuzdesi

MP Uygulanmamis Normoksik Kontrol Grubuna Gore, MP
Uygulanmis Hipoksik Gruplar Aras1 Canhilik Yiizdeleri

Nt —y A
o= hipoksi 3.h
== hipoksi 6.h
hipoksi 12.h
T T T T T T T T 1 === hipoksi 24.h
\{9{6’-‘0\ 0?)§ \,\§ AN N ,\9§ ’ﬁo§ %QQ' '\9@}®
MP Dozlari
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Sekil 3.8. AC16 hiicrelerinin MP 6n-uygulamasini takiben tiim saatlerde H/R sonrasi hiicre

canlilik oranlari

Canhihk Yuzdesi
(o))
o

H/R ve MP uygulanan H/R gruplarinin

karsilastirilmasi
107,26
100
.\/‘\ 89,11 90,45
82,90
] ?‘ 89,70 EX
\
71,52 71,50 A o—H/R
56,88

== 2uM MP ve H/R

kontrol 3.saat 6.saat 12.saat 24.saat
Hipoksi Saatleri

Sekil 3.9. H/R ve MP 6n-uygulamasi sonrast H/R yapilan hiicre canliliklar

MTT sonuglarimiza goére MP uygulamasi olmadan H/R’nin 24.saatinde hiicre

canliligr yaklasik %50’lere gerilerken, MP 6n-uygulmasi sonrasi canliligin %90’lara

yiikseldigi tespit edilmistir ve kontrol grubuna gore bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05). Buna gore hiicre canliliginin korunmasinda en etkili
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dozun 24. saatte %90,4 oranla 2uM MP uygulanan doz olduguna karar verilmistir.

Yildiz simgesi ile 24. saatte etkin doz gosterilmektedir.

3.3. RNA Biitiinliik, Kalite ve Miktar Tayini

24 saat siireyle MP’a maruz birakilan AC16 hiicreleri bu islemi takiben, de§isen
saatlerde hipoksi ve sonrasinda 2 saat re-oksijenasyona maruz birakilmis ve
orneklerden RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA’larin spektrofotomektik
Olciim sonuglar (Cizelge 3.3.) ve % 1’lik agaroz jel goriintiileri (Sekil 3.10.)
asagidaki gibidir.

Cizelge 3.3. RNA biitiinliik ve miktar tayinleri

ORNEKLER 260/280 ng/ul

Oh kontrol MP (+) 2,085 333,77
Oh kontrol MP (-) 2,093 479,779
3h kontrol MP (+) 1,7 29,7005
3h kontrol MP (-) 2,0895 379,143
3h hipoksi MP (+) 2,071 387,921
3h hipoksi MP (-) 1,9945 232,434
6h kontrol MP (+) 2,0845 478,679
6h kontrol MP (-) 2,1 503,131
6h hipoksi MP (+) 2,045 408,076
6h hipoksi MP (-) 2,0715 380,389
12h kontrol MP (+) 2,0875 463,15
12h kontrol MP (-) 2,085 525,903
12h hipoksi MP (+) 2,0825 334,743
12h hipoksi MP (-) 2,064 302,787
24h kontrol MP (+) 2,112 820,911
24h kontrol MP (-) 2,095 538,242
24h hipoksi MP (+) 2,0805 324,177
24h hipoksi MP (-) 2,087 299,803
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Sekil 3.10. izole edilen RNA’larin jel elektroforez goriintiisii

3.4. Es zamanh PCR (Real Time PCR, qRT-PCR ) Bulgular

Her biri farkli RNA konsantrasyonuna sahip 6rneklerden baslangic miktart 1000ng
olacak sekilde cDNA sentezi yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, HPRT geni ile PCR
yapilarak kontrol edilmistir (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. cDNA’larin HPRT referans geni ile PCR sonucu jel elektroforez goriintiisii

HPRT geni (Housekeeping gen) ve calismamizda kullanacagimiz diger genlerin
optimizasyonu i¢in yapilan PCR’larin ardindan, elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR
analizleri gerceklestirilmistir. qRT-PCR analizi sonucunda her bir 6rnek i¢in {i¢ adet

Cp (Crossing point) degeri olusturulup bu degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

Her gRT-PCR analizinin ardindan, ¢ogaltilan bolgenin istenilen hedef bolge olup

olmadigin1 ve primerin spesifikasyonunu anlayabilmek i¢in erime egrisi analizleri
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yapilmistir. Sekil 3.12°de HSP72 genine ve Sekil 3.13’te HPRT genine ait erime

egrisi grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 3.12. HSP72 geni erime egrisi
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Sekil 3.13. HPRT geni erime egrisi
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Gen ifade oranlarinin hesaplanmasinda;

ACP Heder fKonh’oI- Ornek )

(E )

ﬂCFRgff Kontrol= Omek)

(E.)

formiilii kullanilmistir. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi oranlar1 log2 tabanina
cevrilmistir. (R: Oran, E: Ekspresyon, Ref: Referans, CP: Kesisme Noktas1) (Pfaffl,
2001). qRT-PCR sonrast HIF1a, GRP78, PERK, IRE1, ATF6, CHOP, HSP72, BAX,
BCL2, BCL-xL genlerinin ekspresyon diizeyleri asagidaki gibidir. Istatistik
degerlendirme MP uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasi t-Test kullanilarak
yapilmis p<0,05 olarak kabul edilmistir. Grafiklerde anlamli bulunan sonuglar (*)

isareti ile gosterilmektedir ve p<0,05 degerini simgelemektedir.

HIFla
3 2,05
3
25 1,65 *
- 1
éh 2 T * T T 1,70
< 1,18 135
5 1,5 : uMP (+)
x 1 1 0,96
1 0,62 BMP (-)
0,5 A ‘
0 = T T
kontrol 3.saat 6.saat 12.saat 24.saat
Hipoksi Saatleri

Sekil 3.14. Farkli hipoksi saatlerinde HIF 1o gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)
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Sekil 3.15. Farkli hipoksi saatlerinde GRP78 gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)

PERK

HMP (+)

Kat Artisi

mMP(-)

kontrol 3.saat

24.5aat

6.saat 12.saat

Hipoksi Saatleri
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Sekil 3.16. Farkli hipoksi saatlerinde PERK gen ekspresyonlarinin diizeyi (* p<0,05
yr(* p
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Kat Artisi

kontrol 3.saat 6.saat 12.saat 24.saat
Hipoksi Saatleri

B MP (+)
BMP(-)
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Sekil 3.17. Farkli hipoksi saatlerinde IRE1 gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)

ATF6

Kat Artisi

kontrol 3.saat 6.saat 12.saat 24.saat
Hipoksi Saatleri

B MP (+)
mMP(-)

Sekil 3.18. Farkli hipoksi saatlerinde ATF6 gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)
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Sekil 3.19. Farkli hipoksi saatlerinde CHOP gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)
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Sekil 3.20. Farkli hipoksi saatlerinde HSP72 gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)
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mMP(-)
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Sekil 3.21. Farkli hipoksi saatlerinde BAX gen ekspresyon diizeyleri (* p<0,05)

BCL2

B MP (+)
HMP (-)

kontrol 3.saat 6.saat 12.saat 24.saat
Hipoksi Saatleri

Sekil 3.22. Farkli hipoksi saatlerinde BCL2 gen ekspresyonlarinin diizeyi (* p<0,05)
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BAX/BCL2

B MP (+)
uMP(-)

kontrol 3.saat 6.saat 12.saat 24.5aat

Hipoksi Saatleri

Sekil 3.23. Farkli hipoksi saatlerinde BAX/BCL2 gen ekspresyonlarinin diizeyi (* p<0,05)

BCL-xL

Kat Artigi

12.saat 24.saat

3.saat 6.saat
Hipoksi Saatleri

kontrol

Sekil 3.24. Farkli hipoksi saatlerinde BCL-xL gen ekspresyonlarinin diizeyi (* p<0,05)
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4. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve ozellikle Miyokardiyal Infarktiis, gittikge artan
oranlarda meydana gelmekte ve hastalarin yasam kalitesini ve siiresini tehdit eden bir
unsur olarak dikkati ¢ekmektedir. Yeni ilaglar, beslenme ve hayat stili degisiklikleri
gibi yeni tedavi yontemleri kalp hastalar1 i¢in mortalite oranin1 ve yasam kalitesini
onemli Glglide arttirmistir. Ancak kardiyak kas hasari, post-natal kardiyomiyositlerin
diisiik rejeneratif potansiyelleri nedeniyle geri dondiiriilemez. Bu sebeple hastaligin
ortaya ¢ikmasindan once yasam stili ve diyete bagli 6nlemlerin alinmasi veya olasi
doku hasarin1 minimalize etmeye yonelik tedavilerin gelistirilmesini amaglamak
isabetli olacaktir. Bu amagla siddetli bir iskemi 6ncesi, kisa siireli periyotlar halinde
uygulanan iskemik 6n-kosullamanin mutlak iskemi sonrasi kalbi iskemiye hazirlikli
hale getirerek doku hasarin1 azlalttigi yapilan bir¢ok calismada gosterilmistir.
Deneysel ortamda kolaylikla uygulanan bu metodun, klinik kullanim1 ve hastaya
uygulanmasinin ¢ok verimli olmamasi ile birlikte kimyasal bazi ajanlarin iskemik

on-kosullamay taklit ettigi de saptanmustir.

Kalp damarlarinda tikaniklik olugsmasini takiben dokuda oksijen ve besin yoniinden
stres meydana gelir. ATP’nin ortamda yeterli derecede bulunmamasi sonucu
sitozolde Ca*? yiikselir ve mitokondri iizerinden seyreden bir apoptotik siire¢ baslar.
Olusan bu fizyolojik stres, ayn1 zamanda iyonik dengenin bozulmasi ER {izerinde bir
baski olusmasina neden olur. Sentezlenen proteinlerin saperonlar araciligi ile son
seklini aldig1 ve fonksiyonel hale gelerek ilgili bolgelere iletilmesini saglayan temel
mekanizma ER igerisinde cereyan eder. Olas1 stres kosullarinda ise bozulan
fizyolojik denge, oldukg¢a hassas olan bu siireci sekteye ugratir. Hiicrede
katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinler birikerek ER stresi olarak tanimlanan
ve bu strese karsi gelisen UPR yanmitinin baslatilmasi ile sonuglanir. Normal
kosullarda yanlis katlanan bu proteinler ubikuitin kuyruklar1 eklenerek, bu

ubikuitinleri taniyan reseptorleri tasiyan proteozomlara iletilir ve proteolitik olarak



66

degredasyonu gergeklestirilir. Bu yolla transkripsiyon faktorleri ve hiicre-dongiisii
regiilatorleri gibi proteinlerin yani sira yanlis katlanmig ve aberant proteinlerin

eliminasyonu gerceklesir ve hiicrede toksisite yaratmalar1 engellenir (Hochstrasser,

2009).

Hiicresel stres katlanmamis proteinlerin birikmesine ve sistemik degredasyonun
engellenmesine neden olur. Stres yaniti olan UPR, stres kosullarinin siirmesi halinde
adaptif yanittan apoptotik yanita dogru geg¢is ile sonuglanir. Miyokardiyal I/R sonrasi
kardiyomiyosit 6liimiinii gosteren sayisiz ¢alisma vardir (Freude ve ark., 2000), hatta
bu Olimlerden bazilari ER-stresince indiiklenmis apoptozdan kaynaklanmaktadir
(Martindale ve ark., 2006; Natarajan ve ark., 2009). CHOP-aracili, ASK1/JNK—
aracili ve Kaspaz-12 aracili yolaklar iizerinden ER-stresince indiiklenmis apoptoz

gerceklesmektedir (Oyadomari ve Mori, 2004).

MI sonrasi olusan iskemi ve devaminda re-oksijenasyona bagli doku hasari, gesitli
kimyasal ajanlar kullanilarak ve farkli yolaklar {izerinden azaltilmaya ve miimkiinse
engellenmeye calisilmaktadir. Daha Once yapilan caligsmalarda bir glukokortikoid
tirevi olan Metilprednizolon’un On-uygulama olarak kullanilmasinin, in vivo
olusturulan MI sonras1 kardiyak hasar1 ciddi ol¢lide azalttigi ve bunu anti-apoptotik
Bcl-xL aktivasyonu {izerinden sagladigi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2005).
Metilprednizolon’un iskemik kardiyak hiicreler lizerindeki protektif etkisi birkag
calismada daha degerlendirilmis ancak mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir
(Liakopoulos ve ark., 2007; Sun ve ark., 2008a,b; Sun ve Chen, 2008; Valen ve ark.,
2000). Bunlara ilaveten iskemik On-kosullama sonrast HSP70 ve GRP78
ekspresyonunun arttigi ve hiicrelerin hipoksiye karsi tolerans gosterdigi de bir
calismada rapor edilmistir (Pan ve ark., 2004). Bir baska calismada ise MP 6n-
uygulamasi yapilan ve devaminda deneysel MI’a maruz kalan fare kalbinde, iskemik
on-kosullama ile MP 6n-uygulamasi karsilastirilmis ve benzer bir paternde hiicresel
koruma sagladiklari tespit edilmistir (Xu ve ark., 2011). Hipoksik (iskemik) 6n-
kosullamanin neonatal kardiyomiyositlerde diisiik miktarda ER stresini stimiile ettigi
ve devam eden H/R kosullarinda ER stresi iligkili apoptozu azalttig1r gosterilmistir

(Ravingerova, 2007).
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Bu bilgiler 15181inda, tez calismamizda MP On-uygulamasi yapilan AC16 insan
ventrikiiler kardiyomiyosit hiicreleri hipoksi/re-oksijenasyon sonrasi ER stres genleri
ve apoptotik genler yoniinden degerlendirilmis ve MP muamelesinin ER stresi

tizerinden bir protektif etkisi olup olmadigr ilk kez incelenmistir.

4.1. Metilprednizolon’un H/R Sonrasi1 Kardiyak Hiicre Canhihgina Etkisi

Caligmamizda AC16 insan ventrikiiler kardiyomiyosit hiicreleri ekildikten sonra
degisen dozlarda (0,2 uM; 0,5 uM; 1 uM; 2 uM; 5 w; 10 uM; 25 uM; 50 uM; 100
uM) MP uygulamasi yapilmis ve ilacin herhangi bir toksik etkisi olup olmadigt MTT
canlilik testi kullanilarak analiz edilmistir. Bu sonuglara gore kullanilan MP’nin
hiicreler iizerinde toksik bir etkisi bulunmadigi goriilmiistiir. MP gibi glukokortikoid
tiirevlerinin yiiksek dozlarda kullaniminda hiicreler {izerinde apoptozu indiikleyici ve
hiicre 6liimiinii arttiric1 etkiye sahip oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Xing
ve ark., 2015; Buxant ve ark., 2015) ancak g¢alismamizda belirledigimiz diisiik

dozlarda herhangi bir olumsuz etki gériilmemistir.

MP doz toksisitesi olmadigi saptandiktan sonra, herhangi bir ilag uygulamasi
olmaksizin hiicreler farkli saatlerde hipoksiye (1h, 3h, 6h, 12h, 24h) ve takiben 2 saat
re-oksijenasyona maruz kalmistir. Yapilan MTT analizine gbre uzayan hipoksi
saatlerinde hiicre canliliginin gittikce diismesiyle birlikte, ozellikle 24. saatte
hiicrelerin canlilik oranlart normoksik kontrol grubuna gore yaklasik %56’ya kadar
indigi tespit edilmistir. 1. ve 3. saatlerde hipoksik grupta hiicre canliliklarinin
normoksik kontrol hiicrelerinin de {izerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Canliliktaki bu artigin
hiicrelerin hipoksik kosullara kars1 gelistirdikleri erken bir adaptif cevaptan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bir sonraki basamakta ise daha dnceden de yapilan c¢alismalar ile uygun olarak 24
saat onceden (Valen ve ark., 2000) MP On-uygulamasi yapilan AC16 hiicreleri,
devaminda H/R kosullarina tabi tutulmustur. Yapilan MTT analizi ile 4 farkli hipoksi

saatinde hiicreler degerlendirilmis ve 3 ve 12. saatlerde kontrol grubuna gore hiicre
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canliliklarinda kismen diisiis goriiliirken; 6. ve 24. saatte hipoksik grupta hiicre
canliliklarinin normoksik kontrol hiicrelerinin diizeyine yaklastigi goriilmiistiir.
Onceki sonuglarimiza gére MP uygulanmaksizin sadece H/R yapildiginda
hiicrelerdeki en yliksek hiicre kayb1 24.saatte (%56) gozlendigi i¢in hedef olarak MP
uygulamasi sonrasi 24.saatteki canlilik artig1 belirlenmistir. Buna gore 24. saatte ve 2
uM MP dozu en yiiksek canlilik yiizdesi ile en efektif doz olarak uygun bulunmus ve

calismaya bu dozla devam edilmistir.

Valen ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada 12 ve 24 saat dnce MP ile 6n-uygulama
yapilan ratlarda I/R sonrast kalpten alinan kesitler ile infarkt alanin biiyiikligi
degerlendirilmis ve MP muamelesi yapilmayan grupta I/R sonrasi kardiyak hasarin
daha fazla oldugu tespit edilmistir (Valen ve ark., 2000). I/R sonrasi hiicrede artan
ROS’un yanlis katlanmig protein birikimini indiikledigi ve ER stresine neden oldugu
diistincesi kabul gormektedir. Miyazaki ve arkadaslarinin ¢alismasinda Miyokardiyal
I/R modelinde, reperflizyon sonrasi eksesif ROS (6zellikle siiperoksit) iiretiminin,
ER stresinin indiikklenmesinde kritik rolii tistlendigi gosterilmistir (Miyazaki ve ark.,
2011). Xu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise kisa dongiiler halinde iskemik
on-kosullama yapilan farelerde ve MP 6n-muamlesi yapilan farelerde, uzun siireli
iskemiyi takip eden reperflizyon sonrasi hi¢cbir muamele yapilmayan gruba gore
infarkt alanda anlamli bir azalma oldugu saptanmis ve iskemik 6n-kosullama ile MP
muamelesinin birbirlerine paralel sekilde protektif bir etki yarattiklar1 gosterilmistir

(Xu ve ark., 2011).

Yapilan bir dizi ¢alismada deneysel olarak uygulanan reperfiizyon terapilerinin
(iskemik  On-kosullama gibi) miyokardiyal reperfiizyon hasarmi azalttig
gosterilmesine ragmen bu terapilerin klinik kullanimina ancak gegilebilmistir (Yellon
ve Hausenloy, 2007). Ancak bu terapilerin kullaniminda en 6nemli soru isareti,
miyokardiyal I/R sonrasi uygulanan ilaclarin dogru igerikle, dogru zamanda ve

dozajda iletilmesinde aksaklik olabilecegidir.
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Calismamizda MTT canlilik testi ile elde ettigimiz sonuglar da literatiir bilgisini
dogrular niteliktedir ve MP uygulanan grupta canlilik oranlari, MP uygulanmayan

kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.

4.2. Metilprednizolon’un Hipoksi ve ER Stres Genleri Uzerine Etkisi

MP 6n-uygulamasi yapilan ve devaminda H/R’a tabi tutulan AC16 hiicreleri ile; MP
uygulanmamis ve normoksik kosullarda inkiibe edilen kontrol grup AC16 hiicreleri
arasinda ER stres genleri, apoptoz ile iliskili genler ve hipokside en 6nemli belirteg
oldugu bilinen ve hipoksi aktivasyonunu isaret eden HIF1a geninin ifade farkliliklart

gRT-PCR metodu kullanilarak arastirilmistir.

4.2.1. HIF1la

Hipoksi-indiiklenebilir faktér (HIF1) HIF1A geni tarafindan kodlanan alfa ve beta alt
initeleri olmak {izere heterodimerik yapidaki transkripsiyon faktoriidiir. Hiicresel
hipoksinin temel regiilatorii gorevindedir. Normal kosullarda hiicrelerde konstitiitif
olarak diisiik seviyelerde eksprese edilir ve alfa alt iinitesi pVHL-aracili proteaz
yolagi ile hizli bir sekilde degrede edilir (Minet ve ark., 1999). Hipoksik kosullarda
ise ekspresyonu anlamli derecede arttirilir ve alfa alt {nite degredasyonu
baskilanarak beta alt tinitesi ile birlesmesi ve promotorunda “Hipoksi Yanit
Elementi” igeren hipoksi ile indiiklenen genlerin transkripsiyonunu uyarir (Kallio ve

ark., 1997).

Yaptigimiz c¢alisma sonuclarina gére calismamizin ilk saati olan 3.saatte HIFla
ekspresyonunda MP uygulanan grupta uygulanmayan gruba gore anlamli bir artig
saptanmustir. 6.saatte hipoksiye yanit olarak gelisen HIF1a aktivasyonu ise 3.saate
gore daha farkli goriilmektedir ancak bu artis istatistik olarak anlamli bulunmamustir.
Hipoksinin 3.saatinde kontrol grubuna kiyasla MP uyguladigimiz grupta 1,18 kat
artis tespit edilmis; MP uygulamadigimiz grupta ise 0,64 kat azalis tespit edilmistir.
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MP uygulanan grupta hipoksik cevap, uygulanmayan gruba gore 3.saatte yliksek
sonraki saatlerde diislik seyretmektedir. MP uygulanmasinin hipoksiye olan toleransi

arttirdig1 ve hiicrelerin ¢ok giiclii bir yanita ihtiyag duymadigr fikri 6ne siiriilebilir.

Glukokortikoidlerin HIF1 ve hipoksi ile iliskileri halen tartisma konusudur ve bu
konuda bir dizi ¢alisma mevcuttur. Roy ve arkadaglarinin ¢aligmasinda rat kardiyak
dokusunda deksametazon’un HIF1-o’y1 indiikledigi rapor edilmistir (Roy ve ark.,
2009); baska bir calismada ise karaciger hiicrelerinde deksametazon’un HIF1

fonksiyonunu bozdugu gosterilmistir (Wagner ve ark., 2008).

Tuuminen ve arkadaslarinin g¢alismasinda kalp transplantasyonu sirasinda I/R
hasarina karst dondére uygulanan Metilprednizolon tedavisinin kalp dokusunda
protektif bir etkisi oldugu, HIF1a ekspresyonunu azalttigi, VEGF-A ve Endotelinl
tizerinden bir mekanizma ile kalbi koruyucu etki gosterebilecegi rapor edilmistir

(Tuuminen ve ark., 2013).

Glukokortikoidlerce indiiklenmis 16sin fermuar proteini (GILZ) mekanizmasi
tizerinde hala c¢alismalar devam etmektedir. Lim ve arkadaslarmin g¢alismasinda
A549 akciger kanseri hiicre serisinde deksametazon ile indiiklenen GILZ asir1
ekspresyonunun HIFla ekspresyonunu proteozomal degredasyon yoluyla protein

seviyesinde diigiirdiigli gosterilmistir (Lim ve ark., 2014).

Glukokortikoidlerin HIFla ekspresyonunu nasil diizenledikleri tam olarak
aydinlatilamamistir. Calismamizda edindigimiz sonuglarda ise 3.saatte MP

uygulanan grupta HIF1a ekspresyonu artmis olarak tespit edilmistir.

4.2.2. GRP78

ER stresine karsi gelisen cevabin ana efektorii ve baslaticist konumunda olan

GRP78, ER stres mediyatorleri IRE1, PERK ve ATF6’ya baglanip inaktif ederek
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hiicrenin homeostazini siirdiirir. ER stresi ile birlikte mediyatorlerden ayrilir ve

hiicrede UPR yanitin1 baslatir.

Pan ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada vasokonstruktif etkili ve iskemik 6n-
kosullamay1 taklit eden Endotelin-1 ile muamele edilen hiicrelerde hipoksinin neden
oldugu Laktat dehidrojenaz ve Malondialdehit miktarinin diistirtildigii ve GRP78
miktarinin arttirildigr gosterilmistir (Pan ve ark., 2004). GRP78 ekspresyonudaki
artts hem saperon olmasi nedeniyle biriken katlanmamig proteinlerin yeniden
konformasyonuna yardimci olmak, hem de ER stresinin uzamasina ve apoptoza
gecise engel olmak amaciyla ER stres mediyatorleri IRE1, PERK ve ATF6’ya
baglanip inaktif ederek bir negatif feedback mekanizmasi seklinde galigmasi ile
iligkilidir (Gorman ve ark., 2012). MI'in fizyolojik bir diger sonucu olan glukoz
achig1 spresifik olarak GRP78 ve GRP94 proteinlerini aktive eder. Saperon
proteinleri olan bu proteinlerin upregiilasyonu ER stresi ile hiicrenin basa ¢ikmasina

yardimci olur ve UPRyi tetikler.

GRP78’in bu fonksiyonlar1 goz 6niine alindiginda RT-PCR sonuglarimiza gére MP
On-uygulamasi yapilan grupta, kontrol grubuna kiyasla 3, 6. ve 12. saatlerde herhangi
bir artis tespit edilememistir. GRP78 stres durumunda olmayan bir hiicrede ¢ok
diisiik miktarda eksprese olurken, ozellikle ER stresi basladiginda ekspresyonu
arttirtlir ve ER stresinin belirteci konumundadir (Healy ve ark., 2009; Zhang ve
Zhang, 2010). Hipoksinin 24.saatinde ise MP uygulanan grupta GRP78 ekspresyonu
2,39 kat artarken; MP uygulanmayan grupta bu artis 5,78 olarak saptanmistir. Her iki
gruptaki artis da GRP78’in saperon aktivitesi ile iliskilendirilebilir.

Jiang ve ekibinin yaptiklar ¢aligmada Panax ginseng 6ziitii (WEG) P12 hiicrelerine
uygulanmis, Glukokortikoid reseptoriindeki (GR) ekspresyon artisina bagli olarak
GRP78, downregiilasyonu oldugu gosterilmistir (Jiang ve ark., 2015). MP
uyguladigimiz grupta ortamdaki glukokortikoid miktarinin artisina paralel artan
GR’nin  benzer bir mekanizma ile GRP78 ekspresyonunu diislirdigi

diistiniilmektedir.
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4.2.3. PERK

PERK, UPR’da aktive olan ilk yolaktir. Hiicresel stres faktorlerinin olmadigi
kosullarda endojen PERK, fonksiyonu prolil hidroksilaz tarafindan inhibe edilir.
Normoksik kosullarda PERK ubikitinasyon yoluyla degredasyona ugratilir
(Natarajan ve ark., 2009). Hipoksi, prolil hidroksilaz inhibisyonunu stimiile eder,
PERK aktive edilir ve bu aktivasyon post-iskemik infarkt alanin azaltilmasinda
etkilidir (Ockaili ve ark., 2005). Prolil hidroksilaz aktivasyonu igin molekiiler
oksijeni kullanir ve normoksik kosullarda PERK’de oldugu gibi oksidatif protein
olan HIF1a’y1 da inaktif halde tutar (Schofield ve Ratcliffe, 2004). Hipoksik stres
kosullarinda HIF1o’nin hizlt bir indiiksiyonu yaninda biriken katlanmig proteinlere
cevaben aktive olan ER stres mediyatorlerinden PERK, otofosforilasyon ve
aktivasyon sonucu hedefindeki protein translasyonunu baskilar ve hiicrede
katlanmamis protein agregasyonunu azaltmaya calisir. Bu mekanizma hiicre sag
kalimi ve adaptif cevapla iliskilidir. PERK’in alt yolaginda aktive ettigi ATF4 ise
uzamis ER stresinin ¢oziilemedigi durumlarda CHOP ekspresyonunu uyarir ve

PERK/ATF4/CHOP yolag: ER stresinin en temel apoptotik yanitini olusturur.

ER stresini takiben PERK tarafindan aktive edilen ATF4, CHOP un ¢ok giiclii bir
indiikleyicisidir (Ma ve ark.,, 2002). PERK ekspresyonunda diisiis ATF4
ekspresyonunu ve dolayli olarak alt yolagindaki CHOP’u etkiler. Sonug¢larimiza gore
MP uygulanan grupta PERK ekspresyonu 1,58 kat iken, uygulanmayan grupta 4,12
kat artigla daha yliksek olarak tespit edilmistir. MP uygulanan grupta PERK
ekspresyonundaki diisiistin de CHOP ekspresyonunu etkilemis oldugu ve pro-

apoptotik etkinin bu yolla azalmis olabilecegi diistiniilmektedir.

4.2.4. IRE1

GRP78’in ayrilmas1 ile aktive olan IREIl, ATF6’nin regiile ettigi XBP1’in
kesimlenmesinden sorumludur. XBP1 oncelikle protein katlanmasi ve ERAD’dan

sorumlu genleri diizenler. Baslangicta ER’nin protein isleme kapasitesi arttirilarak
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ER stresi ¢oziilmeye calisilir ve siire¢ basarili olursa UPR sonlandrilir. PERK

inhibitorlerinin (p58"™<

ve GADD34) asirt ekspresyonu yardimiyla genel protein
translasyonu yeniden baglatilir (Toth ve ark., 2007). Hiicrede daha fazla yanlis
katlanmis protein birikmesini engellemek amaciyla IRE1 endoniikleaz aktivitesi
sayesinde mRNA degredasyonu (RIDD) yapar ve ER stresinin uzamasina engel olma
ve hiicre sagkalimini arttirma yoniinde ¢alisir (Hollien ve ark., 2009). Ancak stresin
uzamasi durumunda artmis IRE1 endoniikleaz aktivitesi, hiicrede hayati mRNA

ekspresyonunu engelleyerek apoptotik yolagin aktivasyonu ile sonuglanir.

Hiicrede stresin devam etmesi adaptif cevabi bloke ederek apoptotik gecise neden
olur ve TRAF2, ASK1 ve JNK kompleksi IRE1 tarafindan aktive edilerek apoptotik
stireci baslatir (Urano ve ark., 2000; Nishitoh ve ark., 2002). Uzamis ER stresinde
JNK aktivasyonu, anti-apoptotik Bcl2 grup proteinlerini inhibe ederken, proapoptotik
BH3-only proteinlerinin (Bid ve Bim gibi) fosforilasyonu ve aktivasyonunu
gerceklestirir (Schonthal, 2012). Tim bu siirecin kombinasyonu Bak ve Bax’in
oligomerizasyonuna yol agarak mitokondri dis membran permeabilizasyonunun
artmas1 ve intrinsik apoptotik siirecin baslatilmasi ile sonu¢lanmaktadir (Jager ve

ark., 2012)

Calismamizda IRE1 24.saate kadar neredeyse bazal seviyede eksprese olurken,
24.saatte MP uygulanan grupta 2,19 kat, MP uygulanmayan grupta ise 4,51 kat artis
tespit edilmistir. GRP78 ile paralel olarak 24.saatte IRE1 ekspresyonundaki artis, ER
stres yanitinin 24.satte indiiklendigi ve UPR aktivasyonunun baslatilarak hipoksiye
kars1 yanit olusturuldugunu gostermektedir. Ila¢ uygulanmayan grupta daha yiiksek
IRE1 ekspresyonu tespit edilmesi ise iki neden ile iligkilendirilebilir. Birincisi MP
muamelesinin AC16 kardiyomiyositlerini H/R hasarina karsi daha toleransh hale
getiriyor olabilecegi ve ¢ok siddetli bir UPR yanit1 olusturmaksizin hiicreler tizerinde
protektif bir etkide bulunmasi diisiincesidir. Ikinci olarak ise MP muamelesinin
uzamis stres sonucu ER stresince indiiklenmis apoptozdan hiicreleri koruma
sagladigl, ER-stres yanitinin kismen azaltilmig olabilecegi diisiincesidir. Yapilan

MTT analiz sonuglarimiz da 24.saatte ve belirlenen dozda MP uygulanmasinin,
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uygulanmayan gruba gore hiicre canliliklarini arttirdigi ve koruyucu yonde bir

mekanzimanin aktif hale getirildigini desteklemektedir.

4.2.5. ATF6

ATF6 transmembran ER proteinidir ve UPR aktivasyonu ile ER’den ayrilarak
Golgi’de kesimlenir ve aktif hale gelir. Coziilebilir temel Losin Fermuar (bZIP)
transkripsiyon faktorii olarak niikkleusa taginir ve burada direkt ERSE veya ATF/CRE
tasiyan gen promotorlarina baglanarak transkripsiyonel aktivasyona neden olur

(Yoshida ve ark., 1998).

H9C2 kardiyak miyositlerde stresin neden oldugu ER i¢indeki Ca*? diisiisiiniin,
GRP78 ekspresyonunu ve ATF6 aktivasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Thuerauf ve
ark., 2006).

Transkripsiyon faktorii ATF6 iskemi tarafindan indiiklenir ancak reperfiizyon
sirasinda inaktive edilir, bu mekanizma iskemi sirasinda ER stres yanit genlerinin
aktive edilmesi ve reperfiizyon agamasinda ise hiicre sagkalimina neden olan 6n-
kosullama etkisi ile bu aktivasyonun azaltildig1 seklinde rapor edilmistir (Szegezdi
ve ark., 2006). Calismamizda bu bulgu ile paralel olarak H/R uygulanmis hiicrelerde
ATF6 ekspresyonunda MP verilen grupta bir degisim gozlenmemistir. MP
verilmeyen grupta ise ATF6 ekspresyonuda 2,4 kat artis tespit edilmistir. MP

verilmeyen gruptaki bu artis tam olarak aydinlatilamamastir.

4.2.6. CHOP

CHOP’un mitokondriyal dig zar iizerinceki Bcl2 aile proteinlerini etkileyerek
proapoptotik BAX upregiilasyonu (Fu ve ark., 2010) ve anti-apoptotik Bcl-2’nin
down regiilasyonu yaptig1 ve (McCullough ve ark., 2001) mitokondriden Sitokrom-C

salinmasi1 ile apoptotik kaspazlari uyararak proapoptotik bir siireci indiikledigi
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bilinmektedir (Oltvai ve ark., 1993). ER stresinin ¢oziilemedigi durumlarda CHOP,
BCL2 inhibisyonu ve Bim aktivasyonu yaparak apoptozu uyarmaktadir (Puthalakath
ve ark., 2007). CHOP alt yolagindaki ERO1a ekspresyonunu arttirir. ERO1a hiicrede
Ca*? salimini indiikler (Li ve ark., 2009).

Kronik miyokardiyal iskemi durumunda CHOP’un knockdown edilmesinin, uzamis
iskemiyi takiben kardiyomiyosit apoptozunu azalttigi gosterilmistir (Terai ve ark.,
2005).

Miyazaki ve arkadaslarinin CHOP™ farelerde yaptiklar1 ¢alismaya gore CHOP
eksikliginin iskemiyi takiben reperflize edilen miyokardiyumda olusan apoptozu
baskiladigi ve CHOP aracili yolagin I/R sonrast kardiyomiyosit dliimiinde etkili
oldugu gosterilmistir. In vivo miyokardiyal I/R sonrasi 6zellikle reperfiizyona bagh
olarak artan ROS diiretimi nedeniyle ER-stresince indiiklenmis ve CHOP-aracili
apoptozun aktivasyonu goriliir (Miyazaki ve ark., 2011). Bu apoptotik potansiyel
CHOP’un ER stresi sirasinda ¢ok fazla oranda indiiklenmesi (Myoishi ve ark., 2007),
mitojen aktive edici protein kinaz ASK1’in p38 yolagini aktive etmesi ve devaminda
CHOP’un fosforilasyonu ve aktivasyonu ile maksimal apoptotik etkiye ulagir
(Oyadomari ve Mori, 2004). ASKI aynt zamanda JNK aracili yolagin

aktivasyonunda da gorevlidir.

Larinks epidermoid karsinoma hiicrelerinde (HEp2) diisik doz deksametazon
uygulanmasinin, CHOP ekspresyonunu diisiirdiigii ve GRP78 ekspresyonunu buna

paralel arttirarak adaptif bir cevap olusturdugu gosterilmistir (Diizgiin ve ark., 2013).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore ER stresi olmayan durumlarda ¢ok
diisiik ekspresyonu oldugu bilinen CHOP’un hipoksi baslangicinda bazal seviyede
eksprese oldugu tespit edilmistir. Ilk 12 saat icinde ekspresyonunda degisme
saptanmayan CHOP’un 24.saatte ekspresyonu arttirilarak stres cevabina dahil oldugu
diistiniilmektedir. MP uyguladigimiz grupta CHOP ekspresyonu 3 kat iken; MP
uygulanmayan grupta 9,61 kat artis tespit edilmistir. CHOP’un artan ekspresyonu
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ER-aracili hiicre 6liimiinii indiikler ve yaptigimiz MTT analizi ile de paralel olarak

24 saate MP uygulanmayan grupta canlilik diisiik bulunmustur.

XBP1 ve pS0ATF6 da CHOP promotoruna baglanmalarina ragmen, PERK
tarafindan aktive edilen ATF4, CHOP’un ¢ok giiclii bir indiikleyicisidir (Ma ve ark.,
2002). PERK ekspresyonunda diigiis ATF4 ekspresyonunu ve dolayli olarak alt
yolagindaki CHOP’u etkiler. Sonuglarimiza gére MP uygulanan grupta PERK
ekspresyonu, uygulanmayan gruba gore daha diisiik seyretmektedir ve bunun da
CHOP ekspresyonunu etkilemis oldugu ve pro-apoptotik etkinin bu yolla azalmis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Miyazaki ve grubunun ¢alismasinda I/R sonrasi, reperfiizyonun 0,5 ve 2.saatlerinde
CHOP’un indiiklenmesine paralel olarak, PERK’in inaktif hale getirdigi elF2a’nin
defosforile ve aktive oldugu da tespit edilmistir. eIF2a defosforilasyonu, ER stresinin
aktif oldugu hiicrede oOlimi tetikleyen bir mekanizmadir ¢ilinkii protein
translasyonunu arttirarak hiicrede daha fazla protein birikmesine neden olmaktadir.
Bu c¢alisma da sonuglarimizla uyumlu olarak hipoksi sonrast 2 saatlik re-
oksijenasyonun neden oldugu hasarin hiicrede CHOP indiiksiyonuna neden oldugu
diisiincesini dogrulamaktadir. Ayrica ATF6 tarafindan ekspresyonu arttiritlan XBP1
ve IRE1l tarafindan stimiile edilen XBP1 splaysinin artmast da CHOP’un
indiiklendigi bu saatlere tekabiil etmektedir (Miyazaki ve ark., 2011). Yaptigimiz
calismada XBP1’in ve splays formunun ekspresyonuna bakilmamistir ancak IREI
ekspresyonunun da CHOP’un indiiklendigi saatlerde yiliksek oldugu tespit edilmistir.
Literatiirlerde de gosterildigi gibi IRE1 uzamis ER stresine karsi apoptotik sinyalleri
aktive ederek TRAF2 ve ASK1’i indiiklemesi ve devamindaki CHOP fosforilasyonu
ER-stresince indiiklenmis hiicre 6liimiine neden olmaktadir. IRE1 ekspresyonunda

azalma proapoptotik sinyallerin azalmasi ile iliskilidir.

Calismamizda artan CHOP ekspresyonunun hipoksiyi takip eden re-oksijenasyon
sonrast hiicrede artan ROS miktariin bir sonucu olarak PERK’in aktive ettigi ATF4

ve IRE1’in aktive ettigi ASK1 tarafindan indiiklendigi diisiiniilmektedir.
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Jang ve arkadaglarinin ¢aligmasinda Glukokortikoid Reseptdr antagonisti Mifepriston
ile muamele edilen renal karsinoma hiicrelerinde sXBP1, GRP78 ve CHOP
ekspresyonlarinda artis oldugu tespit edilmistir. Mifepriston’un doz bagimli olarak
renal karsinoma hiicrelerinde apoptozu indiikledigi ve CHOP’un siRNA aracili

susturulmasi sonrasi bu etkinin azaldig1 gdsterilmistir (Jang ve ark., 2015).

Glukokortikoid reseptoriiniin inhibisyonu karsinoma hiicrelerinde pro-apoptotik ER
stresini indiiklemistir. Yapilan bu ¢alismanin 1s1ginda glukokortikoid muamelesinin
ve dolayisiyla reseptér aktivasyonunun hiicrede anti-apoptotik etkiye sahip
olabilecegi calismamiz ile de dogrulanmistir. Reseptdr inaktive edilen hiicrelerde
CHOP indiiksiyonu tespit edilmis olup, ¢alismamizda da glukokortikoid verilmeyen
kardiyak hiicrelerde CHOP upregiilasyonu tespit edilmistir ve glukokortikoid verilen
gruptaki diisiik CHOP ekspresyonunun reseptdr regiilasyonu ile iligkili olabilecegi
disiiniilmektedir (Jang ve ark., 2015). Bir baska calismada ise glukokortikoid ile
birlikte Mifepriston uygulamasi sonrast infarkt alanin inhibitér verilmeyen gruba

gore daha fazla ve kardiyak hasarin yiliksek oldugu gosterilmistir (Xu ve ark., 2011).

4.2.7. HSP72

Hiicrede translasyonu yapilan proteinlerin son konformasyonunu almasina (protein
katlanmasi) yardimci olan, farkli tiirde streslere karsi aktivasyonu indiiklenen,
sitoprotektif etkili saperonlardir. Bir kismu hiicrelerde konstitiitif olarak eksprese
olurken, bir kismu1 stres kosullarina bagli olarak indiiklenmektedir. HSP72 de saperon
aktivitesi ATP bagimli olan, stresle indiiklenebilir HSP70 ailesi {iyelerindendir
(Young, 2010) ve normal sartlardaki hiicrelerde ekspresyonu diistiktiir.
Calismamizda HSP72’nin ekspresyonu ER stres yamitinin  olusturuldugunu
diistindiigiimiiz 24.saatte MP uygulanan grupta 1,33 kat; MP uygulanmayan grupta
ise 3,66 kat olarak tespit edilmistir. Diger saatlerde ekspresyonunun diisiik olmas1 ER
stresin indiiklenmemis olmasi ile iligkilidir. MP uygulanmayan grupta fazla goriilen
kat artis1 ise bu grupta hiicrelerin H/R nedeniyle protein katlanmasinin sekteye

ugramast ve biriken katlanmamis proteinlere karsi saperon aktivitesini yiikseltmesi
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ile aciklanabilir. MP uygulanan grupta ise olusan H/R stresine kars1 hiicrelerin daha
efektif bir cevap gelistirdigi ve MP uygulanmasinin hiicrede protein katlanma

kapasitsini arttirdig: diisiincesindeyiz.

Pan ve ekibinin yaptiklar1 ¢alismada iskemik 6n-kosullamay1 taklit eden Endothelin-
1 ile muamele edilen hiicrelerde GRP78 ve HSP72 ekspresyonunun arttigit Western
Blotlama ile gosterilmistir (Pan ve ark., 2004). HSP’lerin molekiiler saperon
olmalar1 nedeniyle iskemik On-kosullama sonrast mutlak bir iskemi sirasinda yeni
sentezlenen ve hasarli proteinlerin tamir edilmesi gorevini {stlendigi
diistiniilmektedir. MI 6ncesi glukokortikoid uygulanmasinin, iskemik 6n-kosullama
ile benzer etkiye sahip oldugu daha once bahsettigimiz ¢aligmalarda rapor edilmistir.
Buna gore iskemik 6n-kosullamay: taklit eden Endothelin-1 muamelesi hiicrelerde
HSP72 miktarin1 indiiklerken, iskemik on-kosullama ile benzer bir mekanizmaya
sahip oldugunu disiindiigiimiiz MP 6n-muamelesinin HSP72 {izerinde bdyle biiyiik

bir etkisi olmadigi goriilmiistiir.

Valen ve grubunun 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada MP 6n-uygulamasi sonrasi I/R
uygulanan farelerden aldiklar1 doku o6rneklerinde MP uygulanan grupta HSP72
proteininde artis saptanirken, HSP72’nin mRNA diizeyinde herhangi bir degisiklik
gostermedigi ve posttranskripsiyonel mekanizma araciligi ile HSP72 protein
seviyesinin upregiile edildigi rapor edilmistir (Valen ve ark., 2000). mRNA diizeyine
bagli olmaksizin HSP72 protein diizeyinde goriilen artigin bir diger muhtemel nedeni
glukokortikoid reseptoriiniin HSP90 ve HSP72 ile interaksiyonudur. HSP72 bir
komponenti olmamasina ragmen, inaktif glukokortikoid reseptorii bir miktar
HSP72’ye bagli bulunur. Ortamda bulunan glukokortikoid miktarina bagh olarak
reseptOriin aktive olmasiyla, hiicreye HSP72 ve diger aksesuar proteinlerin salinmasi
gerceklesir (Dittmar ve ark., 1998). Ayni ¢alismada deksametazon ve hidrokortizon
ile muamele edildiginde de benzer sonuglar elde edilmis ve bu durumun genel bir

glukokortikoid etkisi oldugu sonucuna varilmstir.

Calisgmamizda MP uygulanan grupta HSP72’nin mRNA diizeyinde ¢ok yiiksek bir

ekspresyon tespit edilmemesi bu mekanizma ile agiklanabilir. MP uygulanan grupta
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glukokortikoid reseptoriine bagli bulunan HSP72 proteinleri serbest hale gecerek
protein seviyesinde bir artisa neden olur ve bu hiicrelerde hasarli proteinlerin
katlanmasimin  reseptorden salinan HSP72’ler aracilign ile  gergeklestigi
diistiniilmektedir. MP uygulanmayan grupta ise HSP72 transkripsiyonel olarak

indiiklenir ve ER stresine cevaben ekspresyonu arttirilir.

4.2.8. BCL2 Aile Proteinleri

BCL2 aile proteinleri bir¢ok kardiyovaskiiler hastalikta, potansiyel terapotik hedef
olarak yer almaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasari, kalsiyum deregiilasyonu, oksidatif
stres ve ER stresi gibi bir¢cok uyariya cevaben kardiyak hiicre 6liimiinde BCL2 aile
tiyeleri aktif rol oynamaktadir. Anti-apoptotik BCL2 iiyeleri (BCL2, BCL-xL ve
Mcl-1), pro-apoptotik BAX ve Bak inhibisyonu yaparak mitokondri membran

biitiinliiglinii korumaktadir.

Mitokondride ve sitozolik lokalizasyonlarinin disinda BCL2 aile proteinleri ER
membraninda da bulunur ve ER’de Ca*? dengesinin saglanmasinda rolleri oldugu
rapor edilmistir (Rao ve ark., 2004). BCL2 proteininin ER stresince indiiklenmis
apoptozu bloke ettigi bilinirken, BAX/Bak double nakavt hiicreler ER stres aracili
hiicre o6liimiine kars1 direnclidir (Zong ve ark., 2001). Ayrica BAX/Bak’in ER
stresince indiiklendigi; ER-stres iligkili transkripsiyon faktori CHOP’un BCL2
inhibisyonu yaparak apoptozu indiikledigi de rapor edilmistir (Boyce ve Yuan,
2006). BCL2 veya BCL-xL ekspresyonunun arttirilmasi veya BAX ve Puma’nin
baskilanmasi kardiyak iskemi/reperflizyon hasarina karsi korunmay: arttirmaktadir

(Imahashi ve ark., 2004).

BAX, BCL2 ailesi iiyesi olan Onemli bir pro-apoptotik faktordiir. Normal
kosullardaki hiicrelerde, BAX sitoplazmada lokalize halde bulunur. Apoptoz
indiiksiyonu ile konformasyonel degisime ugrayarak pro-apoptotik etkisi nedeniyle
sitozolden mitokondriye gé¢ eder. BAX’in mitokondri permeabilite gegis poru

bilesenleri ile iligskisi porun agilmasi, mitokondriyal membran polarizasyonunda
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diisiis ve Sitokrom-C salinmasi sonuglanir. Sitokrom C’nin salinmasi ile apoptozun
icsel yolaginin aktivasyonu ve efektdr kaspazlar aracili hiicre 6liimi ile noktalanir.
Daha Onceki calismalarda kardiyak hasarda BAX’1n upregiile oldugu gosterilmistir
(Hochhauser ve ark., 2003).

Calismamizda MP 6n-uygulamasi yapilmamig grupta H/R sonrasi, MP uygulanmis

gruba gore pro-apoptotik BAX ekspresyonu yaklasik 5 kat daha fazla bulunmustur.

Bilindigi gibi pro-apoptotik olan BAX ekspresyonu ile, anti-apoptotik BCL2
ekspresyonunun oranit hiicrelerde apoptozun Onemli bir belirteci olarak
kullanilmaktadir. Buna gére MP On-uygulamast yapilmamis grupta H/R sonrasi
BAX/BCL2 ckspresyon orani 3,41 iken, MP uygulanmis grupta BAX/BCL2
ekspresyon oram1 1,44’te kalmis ve iki grup arasindaki bu ekspresyon farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. MTT sonuglarimiz da 24.saatte hiicre
canliliginin MP uygulanmayan grupta daha diisiik oldugunu gostermektedir. Bu
sonuclara dayanarak 24.saatte MP uygulanmayan grupta apoptozun indiiklendigi,
MP uygulamasinin ise kardiyak hiicreleri muhtemel apoptozdan korudugu, pro-

apoptotik BAX’1n bu grupta daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

MP uygulanan grupta BAX/BCL2 oraninin diisiik seyretmesi MP’nin BAX
ekspresyonu tizerindeki olast etkisini akla getirmistir. Clinkli sonuc¢larimiza gore
24 saatte MP uygulanan grupta BCL2 ekspresyonunda anlamli bir artis
saptanmamistir. Bu sonug bize anti-apoptotik etkinin BCL2 iizerinden saglanmadigi
ve bagka bir mekanizmanin aktif olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu diisinceden
hareketle anti-apoptotik olan BCL-xL’nin ekspresyonu arastirtlmistir. Caligmamizda
ozellikle 6. saatte BCL-xL ekspresyonu her iki grupta da anlamli derecede artmus,
ayrica bu artisin MP uygulanan grupta MP uygulanmayan gruba gore tiim saatlerde
daha fazla oldugu tespit edilmistir. 24. saatte de MP uygulanan gruptaki ekspresyon
(1,61 kat), uygulanmayan gruba (1,28 kat) gore daha fazla olarak gorilmistiir.
MP’nin hiicreler lizerindeki anti-apoptotik etkisinin BCL2 iizerinden degil BCL-xL
tizerinden yiiriitilmesi muhtemeldir. MTT sonuglarimiz ile paralel olan bu bulgu bize

6 ve 24.saatlerde artan hiicre canliliklarinin, BCL-xL aracili anti-apoptotik
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mekanizma aktivasyonu ile iligkili oldugunu gostermektedir. MP uygulanmasi ile
BCL-xL ekspresyonunda artis hiicrelerin apoptozdan korunmasi ve kardiyak hasarin

azaltilmas1 yoniinde ¢alisan en 6nemli bulgudur.

H/R’ye cevaben gelisen BCL-xL indiliksiyonu yapilan bazi calismalarla da
gosterilmistir. Yine bir glukokortikoid tiirevi olan deksametazon’un miyokardiyumda
BCL-xL ekspresyonunu promotor aktivasyonu yoluyla indiikledigi ve Mifepriston
uygulamasimin BCL-xL aktivasyonunu engelledigi saptanmistir (Xu ve ark., 2011).
BCL-xL promotorunda glukokortikoid yanit element dizisi bulunmamasina ragmen,
glukokortikoid  reseptoriinin ~ BCL-xL.  ekspresyonunu  kontrol  edebildigi
gosterilmistir. Bir ¢caligmada fare epitel hiicrelerinde, Glukokortikoid muamelesi ile
aktive olan reseptoriin Hormon yanit elemente baglanarak gen regiilasyonu yaptigi
rapor edilmistir (Viegas ve ark., 2004). Bu calisma da bizim verilerimizle paralel
olarak  glukokortikoid reseptor-bagimli  sekilde BCL-xL  transkripsiyonel
aktivasyonunun yapildigini ortaya koymaktadir.

Glukokortikoid olan deksametazon ile 6n-muamele edilen C6 glioma hiicrelerinde
staurosporin, tapsigargin ve etoposide tarafindan indiiklenen apoptozun inhibe
oldugu ve bu inhibisyonun BCL-xL indiiksiyonu araciligiyla gerceklestigi
gosterilmistir (Chonghaile ve ark., 2006). Ayrica kemoterapi ajanlarina karsi
deksametazonca indiiklenen direng, BCL-xL gen ekspresyonunun arttirilmasiyla
glioma hiicrelerinde (Rieger ve ark., 1999) ve diger solid malignant hiicrelerde

(Gascoyne ve ark., 2003) gosterilmistir.

Proksimal tiibiiler hiicrelerde (HK?2) iskemi Oncesi veya reperflizyon dncesi tek doz
deksametazon uygulanmasimin, iskemi/reperfiizyon hasarimin neden oldugu
biyokimyasal ve histolojik akut bobrek yetmezligi hasarini azalttigi gosterilmistir.
Deksametazon’un bu hiicrelerde glukokortikoid reseptoriine baglanmasiyla promotor
aktivasyonundan bagimsiz olarak ERKI1/2 fosforilasyonu, devaminda BCLxL
aktivasyonu ve iskemice indiiklemis BAX, Kaspaz9 ve Kaspaz 3 inhibisyonu

yaparak apoptoz ve nekrozu azalttig1 gosterilmistir (Kumar ve ark., 2009).
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Doksorubisin (DOX) bir¢ok neoplazinin tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir
ajandir ancak DOX terapisi alan hastalarda kardiyotoksisite en 6nemli yan etki olarak
gozlenir. Aguilar ve arkadaglarinin ¢alismasinda, H9C2 kardiyak hiicre serisinde
Glukokortikoid uygulanmasi ile uyarilan Lésin Fermuar (GILZ) protein ekspresyonu
sonucu BCL-xL protein seviyesinde artisin DOX-indiiklenmis apoptoza karsi
kardiyomiyositleri korudugu ve bu wuygulamanin glukokortikoidlerin etki
mekanizmasi olabilecegi One stiriilmistiir (Aguilar ve ark., 2014). Bu ¢alismada bir
baska anti-apoptotik protein BCL2 protein seviyesinde ise diisiis tespit edilmis ve bu
mekanizma BCL-xL’nin BCL2’ye gére DOX-indiiklenmis apoptoz inhibisyonunda
10 kat daha potent olmasi (Fiebig ve ark., 2006) ile iligskilendirilmistir (Aguilar ve
ark., 2014). Calismamizda da gelisen hipoksi ve ER stresine cevaben hiicre
sagkalimini arttirict mekanizma BCL-XL ekspresyonunun arttirilmasi ile gerceklesir.
Yapilan calismalarla da glukokortikoid muamelesinin degisik hiicre tiplerinde de
BCL-xL ekspresyonunun indiiklenmesine neden oldugu gosterilmis, 6zellikle kanser

hiicrelerinde bu durumun kemoterapi direnci ile iliskili oldugu 6ne stiriilmiistiir.

4.3. Glukokortikoidlerin Etki Mekanizmasi

Hiicre i¢inde inaktif halde bulunan glukokortikoid reseptorlerinine (GR),
glukokortikoidlerin  baglanmas1 ile reseptor aktivasyonu birtakim genlerin
indiiksiyonu veya represyonu ile iliskilidir. Reseptoriin bu bifonksiyonel
mekanizmas1 DNA-baglayic1 bolgesi araciligr ile genoma baglanmasi ile baslar ve
ko-aktivator proteinlerin toplanmasi ile direkt veya indirekt olarak RNA polimeraz I1

aktivitesini regiile eder.



83

Glukokortikoidler
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Sekil 4.1. Glukokortikoid reseptér mekanizmasi (Meijsing, 2015)

Glukokortikoidlerin etki mekanizmalar1 glukokortikoid reseptdriiniin  bir¢cok
transkripsiyonel yolak {iizerindeki pleiotropik etkileri ile iligkilidir. Steroidler
tarafindan aktive edilen GR, Glukokortikoid Yanit Elementi’ne (GRE) baglanir ve
NF-kB, Annexinl ve MAPK gibi anti-inflamatuvar transkripsiyonel yolaklarin
regiilasyonunu yapar. GR ayn1 zamanda direkt protein-protein interaksiyonu yoluyla
pro-inflamatuvar genlerin ekspresyonunu disiiriir (Martens ve ark., 2005).
Glukokortikoidlerin epitelyal hiicrelerde ER stresini inhibe ettigi bildirilmis ancak
mekanizmasi aydinlatilamamustir (Fujii ve ark., 2006; Shang ve ark., 2011).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada INS-1E hiicrelerinde Glukokortikoidlerce
indiiklenmis beta hiicre disfonksiyonu ve ER stresi sonrasit UPR aktivasyonunun
iligkisi arastirilmistir. Prednizolon muamelesi sonrasi, PERK’in aktivasyonu ve buna
bagl olarak elF2a fosforilasyonunun azaldigi ancak UPR’nin diger kollar1 olan
ATF6 ve IRE1/XBP yolaklarinda glukokortikoid reseptor aracili aktivasyon tespit
edilmistir (Linssen ve ark., 2011).
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Endojen intestinal glukokortikoidlerin, intestinal barsak hastaliginda inflamasyonun
baskilanmasi ve homeostazin saglanmasinda énemli olduklar1 bilinmektedir (Cima
ve ark., 2004). Das ve ekibinin yaptiklar1 ¢alismada, kiiltiire intestinal sekretuar
hiicrelerinde, glukokortikoid reseptorii bagimli  sekilde, glukokortikoid olan
deksametazon’un ER stresini baskiladigi, N-glikozilasyonun inhibisyonu ile UPR
aktivasyonunu sagladigi, ER’de Ca™ miktarii azaltig gosterilmistir. IREI,
sXBP1, ATF4 ve CHOP ekspresyonu deksametazon uygulanmasi sonrast 6nemli
sekilde diiserek normal seviyelere yaklagsmistir. Deksametazon intestinal sekretuar
hiicrelerde GRP78 gibi saperon proteinleri ve EDEMI1 gibi ERAD’da gorevli
proteinlerin upregiilasyonunu yaparak dogru protein katlanma kapasitesini arttirmisg
ve hasarli proteinlerin degredasyonunu saglamistir. Calismada glukokortikoidlerin
on-uygulama olarak kullanilmasinin ER stres genlerinin azaltilmasinda en etkili

yontem oldugu vurgulanmistir (Das ve ark., 2013).

Insan embriyonik bébrek 293 hiicrelerinde glukoz azliginin indiikledigi ER stresi,
deksametazon muamelesi ile inhibe edilmistir. ER stresinin azaltilmasi hiicrede ATP

tiretiminin arttirilmasi ile koreledir (Fujii ve ark., 2006).

Jiang ve ekibinin yaptiklart c¢alismada Panax ginseng oziiti (WEG) P12
(pheochromocytoma) hiicrelerine uygulanmis, GR ve HDAC6 ekspresyonunu
kuvvetle arttirdigi ve HSP90, Sitokrom C, Kaspaz3, Kaspaz 9 ve CHOP, GRP78,
XBP-1 ve Kaspaz 12 gibi ER stres iligkili proteinlerin downregiilasyonunu yaptig
gosterilmistir (Jiang ve ark., 2015). GR ve HDAC6’nin birlikte artist GR’linlin gen
ekspresyonu lizerindeki etkisi deasetilasyon ile sagladigi ve ER stres iliskili genlerin
kromatin yapisim1 kapatarak transkripsiyonel represyon lizerinde etki edebilecegini

diistindtirmiistiir.

Yaptigimiz calismada da bir glukokortikoid tiirevi olan Metilprednizolon’un ER
stresinin aktif oldugu 24.saatte ER stresinde etkili olan GRP78, PERK, IRE1, CHOP,
ATF6 ve HSP72 genlerinin ekspresyonunu, MP uygulanmayan gruba gore anlamli
derecede baskiladigl; ayrica yine glukokortikoid reseptor bagimli sekilde
indiiklendigi bilinen BCL-xL’nin MP uygulanan grupta daha yiiksek ekspresyonu
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oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar da MP’nin ER stres genleri iizerindeki
azaltic1 etkisini ortaya koymustur. Jiang ve ekibinin ¢alismasi dikkate alindiginda
MP’nin ER stres genlerini, histon deasetilaz aktivasyonu ve transkripsiyonun

baskilanmasi yoluyla downregiile ettigi diistiniilmektedir.

ER stres cevabinin stres kosullarinda adaptif bir yanit olarak ortaya ¢ikmasi, stresin
uzamasi durumunda apoptotik bir gegis ile sonuglanir. Elde ettigimiz verilerde MP
uygulanan grupta ER stres mediyator genlerinin tamamen inhibe edilmedigini
goriiyoruz. Hiicrede bir seviyede bu adaptif genlerin ekspresyonu, biriken yanlis
katlanmis proteinlerin yeniden katlanmasi veya ERAD mekanizmasi ile degrede
edilmeleri ile iliskilidir. Glukokortikoidlerin protein katlanma kapasitesini arttirip,
yanlis katlanmig proteinlerin degredasyonunu sagladigi gosterilmistir (Das ve ark.,
2013).

Tiim bu verilere dayanarak; ER stres mekanizmasinin hipoksik kosullarda kalbin
kullandig1r 6nemli bir yolak oldugu sdylenebilir. H/R sonrasi ER stres yolaklarinin
aktivasyonu sonucu hiicrelerin apoptoz ile oldiikleri gdzlenmektedir. Ozellikle
hipoksik sartlara maruz kalan insan kardiyomiyositlerinde ER stres yanitinin en etkin
olarak 24.saatte aktive oldugu belirlenmistir. Diisiik doz MP uygulanan hiicrelerde
ise H/R’ye bagli 6len hiicrelerin 6liimden korundugu tespit edilmistir. Diisiik doz MP
Oon-uygulamasi yapilan hiicrelerde ER stres belirteclerinin transkripsiyonel olarak
baskilanmis oldugu goriilmektedir. Hipoksiye bagli gerceklesen apoptozun diisiik
doz MP uygulanan kardiyomiyositleri ER stresini baskilayarak apoptozdan korudugu

ve hiicrelerin sagkalimini arttirdiklar ilk kez bu tez calismasi ile belirlenmistir.

Sonug olarak; ER stres mekanizmasi kalbin korunmasinda rol oynamaktadir, ancak
ayni zamanda ER stresinin neden oldugu otofaji ve apoptoz hasarina kars1 6nemli bir
terapotik hedef olarak da kabul edilmelidir. UPR, ERAD ve apoptoz yolaklari, ER
stresinin indiiklendigi kardiyovaskiiler hastaliklarin ve o6zellikle H/R hasarinin

tedavisinde spesifik terapotik hedefler olarak kullanilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda insan ventrikiiler kardiyomiyosit hiicrelerinde H/R

sonucunda gelisen apoptozun, diisiik doz MP uygulanmasi ile ER stres yaniti

tizerinden gelisen bir mekanizma sonucu sagkalimin arttirilmasi hedeflenmistir.

MP o6n-uygulamasi yapilan ACI16 insan ventrikiiler kardiyomiyosit hiicreleri

uygulamadan 24 saat sonra farkli hipoksi saatlerini takiben, 2 saat re-

oksijenasyona tabi tutulmustur. MP uygulanan grup ile MP uygulanmayan grup
arasinda MTT canlilik analizi ve RT-PCR ile HIFla, GRP78, PERK, IREI,
ATF6, CHOP, HSP72, BAX, BCL2, BCL-XL genlerinin ekspresyonlar1 analiz

edilmistir.

1)

2)

AC16 kardiyomiyositlerin hipoksiye ve devaminda re-oksijenasyona maruz
kalmalar hiicrelerde H/R hasar1 yaratmis ve hiicre dliimiinii hizlandirmistir.
Insan kardiyomiyositlerine MP &n-uygulamasinin bu apoptotik etkiyi in vitro
diizeyde bir dizi mekanizma ile tersine ¢evirdigi ve hiicre Olimiinii azalttig

ilk kez tespit edilmistir.

Hipoksi/re-oksijenasyona bagli  kosullarin  indiikkledigi ~ ER-stresinin,
hipoksinin 24.saatinde 06zellikle ER stresinde 6nemli rolii oldugu bilinen
mediyator genler olan GRP78, PERK, IRE1l, ATF6 ve HSP72’nin
ifadelerindeki artiglar ile ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. MP uygulanan
grupta; MP uygulanmayan gruba gore GRP78, PERK, IRE1l ve HSP72
genlerinin ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu saptanmistir. Bu sonuglar
MP uygulanan grupta H/R’nin yarattig1 stresinin tolere edilebildigi ve ¢ok

yiiksek bir ER-stres yanitinin olusmadigini diistindiirmiistiir.
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24 saat siiresince hipoksiye maruz kalan AC16 hiicrelerinde MP 06n-
uygulamasi yapildiginda %56’ya diisen canlilik oraninin %90’a ulastig1 ve

MP uygulamasinin hiicrelerde sagkalimi arttirdigi saptanmustir.

Diisiik doz MP’nin H/R hasar1 olan kardiyomiyosit hiicrelerinde, 6zellikle ER
stres genlerinin ekspresyonunu baskilayarak hiicreleri ER stres-aracilt

apoptozdan koruduklar ilk kez bu ¢aligmada belirlenmistir.

ACI16 insan ventrikiiler kardiyomiyosit hiicre serisine MP 6n-uygulamasi
yapilmasini takiben H/R sonrasi, GRP78, PERK, IRE1, ATF6 ve HSP72 gen
ifadelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede diistiigii gozlenmistir.
Ozellikle CHOP ifadesindeki diisiis en fazla azalma gdzlenen gen olarak
dikkati ¢ekmistir. H/R’nin neden oldugu ER-stresi aracili oliim
mekanizmasinin en Onemli aktivatorii olan bu apoptotik genin MP 06n-
uygulamasi ile inhibisyonu sonucu hiicre 6liimiiniin azaltildig: ilk kez bu tez

calismasinda belirlenmistir.

MP uygulanmasinin, ER stresinde mediyatér rolii olan genlerin
ekspresyonunu diisiirerek ventrikiiler miyositleri ER-stres aracili dliimden
korudugu ayrica MP uygulanmasinin hiicrelerde BAX ekspresyonunu
baskilaylp ve BCL-xL ekspresyonunu indiikleyerek proapoptotik sinyalleri
baslattig1 da tespit edilmistir.

Yaptigimiz bu calismada glukokortikoid 6n-uygulamasinin kardiyak hiicreleri
CHOP inhibisyonu yaparak ER-stres aracili 6liimden korudugu; hiicreleri
H/R’un indiikledigi hasara kars1 anti-apoptotik sinyalleri arttirmak suretiyle
sagkalim yoniinde destekledigi gosterilmistir. Sonug olarak, elde ettigimiz
veriler MI riski tagiyan insanlarda diisiik dozlarda MP kullanilmasinin olasi
bir MI sonras1 meydana gelecek kardiyak hasar1 azaltacagi ve kalp krizinin

olumsuz etkilerini hafifletebilecegi hipotezini destekler niteliktedir.
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8) Tez calisgmasinda elde edilen bulgular, hedef genlerin Western Blotlama ile
protein diizeyinde ekspresyonlarinin gosterilmesi ile desteklenmelidir. Ayrica
Metilprednizolon’un etki diizeyini daha net ortaya c¢ikarabilmek adina
Glukokortikoid reseptor inhibitorii (Mifepriston) uygulanmasi ile hedef
genlerin inhibisyon sonrasi tekrar calisilmasi da gelecek hedeflerimiz

arasidadir.
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OZET

Hipoksi/Re-oksijenasyona Maruz Kalan Kardiyomiyositlerde
Metilprednizolon’un Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerindeki Etkisinin
Arastirllmasi

Miyokardiyal Infarktiis (MI) koroner arterde tikaniklik neticesinde, miyokardiyal
dokuya yeterli kan akisinin saglanamamasi ve iskemi sonrasi kardiyomiyositlerin
Olimiine neden olan bir hastaliktir. Kalp dokusunda meydana gelen bu hipoksik
kosullar, hiicre homeostazin1 bozarak Endoplazmik Retikulum (ER) iizerinde bir
stres olusturur. ER stresi, hiicrede katlanmamig proteinlerin birikmesi sonucu adaptif
mekanizma olarak Katlanmamis Protein Yanitini (UPR) baslatir. Glukokortikoid
tiirevlerinin on-uygulama olarak kullanilmasinin, deneysel olusturulan MI sonrasi
kardiyak hasar1 ciddi 6lciide azalttig1 yapilan ¢alismalar ile ortaya koyulmustur ancak
etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamuistir.

Bu tez calismasinda, Metilprednizolon (MP) 6n-uygulamasi yapilan ACI16 insan
ventrikiiler kardiyomiyosit hiicreleri uygulamadan 24 saat sonra hipoksi/re-
oksijenasyona (H/R) tabi tutulmustur. MP uygulanan grup ile, MP uygulanmayan
grup arasinda MTT canlilik analizi ve RT-PCR ile HIF1a, GRP78, PERK, IREI,
ATF6, CHOP, HSP72, BAX, BCL2, BCL-XL genlerinin ekspresyon farkliliklar
tespit ve analiz edilmistir. MP uygulanmayan kardiyomiyositlerde H/R sonrasi1 hiicre
6limiiniin yiiksek oldugu ve H/R’nin neden oldugu ER stresi iligkili GRP78, PERK,
IRE1, ATF6, HSP72 genlerinin ifadesi yiiksek bulunarak UPR yanitinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu sonu¢ MP uygulanmayan grupta, hipoksiye karsi
téleransin diisiik oldugu ve MP uygulamasinin hiicrelerde ER stresini azalttigini
gostermektedir. Calismamizda ayrica MP  On-uygulamasinin  kardiyomiyosit
hiicrelerinde, H/R sonras1 gelisen ER stres-aracili 6liime karsi BAX ve CHOP
genlerinin inhibisyonunu yaparak adaptif cevabin apoptotik yolaga gegisine engel
oldugu da gosterilmistir.

Bu sonuglar bize MP-6n muamelesinin kardiyomiyosit hiicrelerini H/R hasarina kars1
dayanikli hale getirdigi ve diisiik dozlarda MP kullaniminin olas1 bir MI’a kars1 kalp
dokusunda koruyucu etki gosterebilecegini Ozetler niteliktedir. Calismamizin
sonuclarina dayanarak klinik olarak uygulanmasi kolay ve FDA onayli formlar
kolay temin edilebilen bir glukokortikoid olan MP’un, MI riski tasiyan insanlarda
kullanilmasimin hastaligin kotli prognozuna engel olabilecek bir ajan oldugu
diisiincesindeyiz.

Anahtar Sozciikler ER Stresi, Hipoksi/Re-oksijenasyon, Metilprednizolon,
Miyokardiyal infarktiis, UPR.
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SUMMARY

Effects of the Methylprednisolone on the Endoplasmic Reticulum Stress in
Cardiomyocytes exposed to Hypoxia/Reoxygenation

Myocardial Infarction (M) is a disease which occurs in the result of coronary artery
occlussion and triggers death of cardiomyocytes. Hypoxic conditions perturb the cell
homeostasis in the heart and lead to cellular stress on the Endoplasmic Reticulum
(ER). ER stress induces the Unfolded Protein Response (UPR) because of the
aggregation of unfolded proteins. Using of glucocorticoid derivatives on the hypoxic
cardiac cells, decreasees the cardiac damage dramatically. However the mechanism
of action is not fully understood.

In this thesis, AC16 human ventricular cell line is pre-treated with
Methylprednisolone  (MP) for 24 hours and following exposed to
hypoxia/reoxygenation (H/R). We performed MTT viability assay and RT-PCR
between MP pre-treated group and non-treated group. We analised the alteration of
HIFla, GRP78, PERK, IRE1, ATF6, CHOP, HSP72, BAX, BCL2, BCL-xL genes
expressions between two groups. In non-treated cardiomyocytes following H/R, cell
viability is lower than treated group and ER stres-associated genes include GRP78,
PERK, IRE1, ATF6 and HSP72 are upregulated in consequence of exessive UPR
activation. This result showed that, in non-treated group, hypoxic tolerance is poor
and treatment of MP enhanced the cell survival, diminished the ER stress and
inhibited the BAX and CHOP gene expressions. MP treatment prevents apoptotic
shift following long term ER stres conditions.

These results shows that MP pre-treatment makes cardiomyocyte cells resistant to
H/R damage and using of low dosage MP has cytoprotective effect. According to our
results, we recommend that using of low dosage MP for the people, at the risk of Ml,
is prevents malign prognosis of the disease.

Key Words: ER Stress, Hypoxia/reoxygenation, Methylprednisolone, Myocardial
Infarction, UPR.
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