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OZET

Celebi M. Timokinonun endoplazmik retikulum (ER) stresi etkisinin in vitro olarak arastirilmasi.
SaghkBilimleri Enstitiisii, Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van,
2021.Nigella sativa ninaktif bileseni olantimokinon (TQ), antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellikleri basta
olmak iizere pek c¢ok yararl etkiye sahiptir. Endopazmik retikulum stresi (ER stres), protein katlama
kapasitesi ve iglenen protein yiikii arasindaki dengenin, proteinlerin yanls katlanmaveya katlanmamasi
sonucunda meydana gelir. Bu tez ¢alismasi, TQ un yararli ve toksik dozlarda, normal bobrek hiicreleri
tizerindeki etkisinin zamana gore farkliliginin in vitro olarak aragtirilmasi amacyla planlandi. Bu amagla,
ER stresinde 6nemli olan genlerin (BiP, XBP1, CHOP, PERK, IRE1, ATF6, ATF4) ekspresyonu arastirildi.
TQ’un proliferatif ve ICso degeri, NRK-52E (renal epiteliyal) hiicre hattinda MTT ile belirlendi. Hiicre
numuneleri, hiicrelerin proliferatif ve I1Cso degerlerine gore hazirlanan 6rneklerden 24 ve 48. saat sonra
alindi. ER stres genlerinin ekspresyonu degerlendirildi. TQ kaynakli ER stresinde zamana ve doza bagl
olarak énemli degisiklikler tespit edildi. Proliferatif dozda 24 saatte CHOP ve XBPI, 48. Saatte ise BIP
harig biitiin genlerin ekspresyonu artti. IC50 dozunda ise 24. Saatte CHOP ve XBPI, 48. Saate ise CHOP
ve ATF4 genlerin ekspresyonu artti. Sonug olarak, ER stres genlerinin ekspresyonunun &zellikle proliferatif
dozda zaman bagli olarak arttig1 goz oniine alinarak, TQ’un saglikli bobrek hiicreleri lizerinde zaman ve
dozlara bagl olarak, degisen etkileri olabilecegi, bu etkinin mekanizmasimin daha ileri ¢aligmalarda
arastirilmasinin dnemli oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Timokinon, Endoplazmik Retikulum Stresi, bobrek, in vitro
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ABSTRACT

Celebi M. In vitro evaluation of the effect of thymoquinone on endoplasmic reticulum stress. Van
Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, Department of Biochemistry (Veterinary),
M.Sc. Thesis, Van, 2021. Thymoquinone (TQ), the active ingredient of Nigella sativa, has many beneficial
effects, especially its antioxidant and anti-inflammatory properties. Endopasmic reticulum stress (ER
stress) occurs when the balance between protein folding capacity and processed protein load results in an
accumulation of incorrectly folded or unfolded protein. This thesis was planned to investigate the effect of
prolferative and toxic TQ concentrations, on ER stress of normal kidney cells, depends on time. For this
purpose, the expression of genes important in ER stress (BiP, XBP1, CHOP, PERK, IRE1, ATF6, ATF4)
was investigated. Proliferative and IC50 value of TQ was determined by MTT, in NRK-52E (renal
epithelial) cell line. Cell samples were taken 24 and 48 hours after the samples prepared according to the
proliferative and IC50 values of the cells. Expression of ER stress genes was evaluated. Significant changes
were detected in TQ-induced ER stress depending on time and dose. At proliferatif concentration, 24 th
hour. CHOP and XBPI up-regulated, 48th hour all of genes expressions also incresed, except BIP. At the
IC50 dose, expression of CHOP and XBPI genes increased at 24th hour and CHOP and ATF4 genes
increased at 48th hour. As a result, considering that the expression of ER stress genes increases with time,
especially at proliferative dose, it can be say that TQ may have varying effects on healthy kidney cells
depending on time and doses. It is important to investigate the mechanism of this effects for further detailed
studies.

Keywords: Thymoquinone, Endoplasmic Reticulum Stress, Kidney, in vitro
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SIMGELER VE KISALTMALAR

uM : Mikro molar

7,8-DHF . 7,8-dihidroksiflavonun

AKI . Akut bobrek hasari

ALT : Alanin aminotransferaz

ATF4 . Etkinlestirilmis trankripsiyon faktor 4
ATF6 . Etkinlestirilmis trankripsiyon faktor 6
BiP :  Immiinoglobulin igeren agir zincir baglayici protein
BUN : Kan tire azotu

cDNA :  Komplemanter DNA

CHOP :  C/EBP-homolog protein

COX . Siklooksijenaz

CP :  Cisplatin

CPK : Kreatin kinaz

CRO : Crocin

CT . Esik Dongii Degeri

DER . Diiz Endoplazmik retikulum

DMEM :  Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium
DMSO : Dimetilsulfoksit

DNA . Deoksiribo Niikleik Asit

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EGCG . Epigallocatechin 3 gallate

ER :  Endoplazmik retikulum

ERAD . Endoplazmik retikulum ile ilgkili protein yikimi
FBS . Fetal Sigir Serumu

G : Gram

GAPDH . Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
GER . Granullii Endoplazmik retikulum
HbAlc . Glikozillenmis hemoglobin

IDDM . Insiilin bagimli diabetes mellitus

IL6 . Interleukin-6



IP . Intraperitoneal

IRE1 . Inositol gerektiren enzim

IRI . Renal iskemi-reperfiizyon hasar1
IsoLQ :Isoliquiritigenin

KBH . Kronik bobrek hastaligi

L Dso : Oldiiriicii doz

LDH . Laktat dehidrogenaz

LO . Lipooksijenaz

Mg : Miligram

NO : Nitrik oksit

NSO :  Nigella sativa oil

OA :  Oxonic acid

PBS . Fosfat buffer soliisyon

PERK . PKR benzeri ER kinazi

QUER : Quercetin

ROS . Reaktif Oksijen Tiirevler

Rpm . Dakika basina doniis

RPMI :Roswell Park Memorial Institute
RT-gPCR . Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
shRNA : Small hairpin RNA

STZ . Streptozotosin

TNF-a :  Tumor nekros faktorii alfa

TQ :  Timokinon

TQic : Timokinon ICso konsantrsayon
TQp :  Timokinon proliferatif konsantrasyon
uM : Mikro metre (Mikron)

UPR :  Unfolded protein response
XBP1 : X-box baglayici protein 1
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1. GIRIS

Insan ve hayvan saghigmin korunmasi i¢in kullamlan kimyasal maddelerin ve
ilaglarin 6nemli yan etkilere neden olmasi sebebiyle, yapilan pek ¢ok arastirmada,
hastaliklarin hem tedavisinde hem de korunmasinda bitkisel iriinlerin kullaniminin
Oonemi arastirilmakta ve buluna yararli sonuglara dayanilarak kullanimi tavsiye

edilmektedir.

Timokinon  (TQ), (2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon)  Ranunculaceae
(Diigiin¢icegigiller) familyasindan ¢orek otu ya da siyah kimyon olarak bilinen ¢érek otu
(Nigella sativa) tohumlarindan elde edilen esansiyel ve sabit yagin aktif bilesenidir
(Arslan ve ark., 2005; Pari ve Sankaranayanan, 2009; Cooper, 2010). Ulkemizde siyah
tohum, siyah kimyon, bereket tanesi olarak da bilinen ¢orek otu, pek ¢ok amagla halk
arasinda kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Salem, 2005; ljaz ve ark., 2017).

Nigella sativa (¢orek otu), Uzakdogu ve Ortadogu iilkelerinde 2000 yildan fazla
zamandir bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan dogal bitkisel ilaglar grubunda bulunan
sifali bir bitki olup tibbi alanda kullaniminin yan1 sira gida iiretiminde bazi gidalarin
formiilasyonlarinda &zellikle de unlu gidalarda kullanilan bir baharattir (Salem, 2005;
Aggarwal ve ark., 2008).

ER stresi; ER’nin protein katlama kapasitesi ile islenen protein yiikii arasindaki
dengenin yanlis katlanmis ya da katlanmamis protein birikimi sonucunda meydana gelir.
Enfeksiyon, ortamin sicakligi, oksidatif stres gibi faktorler, proteinlerin dogru katlanmasi
tizerinde etkili olmaktadir. ER stresin pek ¢ok hastliklarin etyolojisinde yer aldigina dair

calismalar yapilmistir (Hoseki ve ark, 2010; Stolz ve Wolf, 2010; Roussel ve ark., 2013).

Bu tez ¢alismasi, pek ¢ok yararli etkileri oldugu bilinen TQ un yararli ve toksik
dozlarda, normal b&brek hiicreleri izerindeki etkisinin zamana gore farkliliginin in vitro

olarak aragtiritlmas1 amacyla planlandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Timokinon

2.1.1.Bulunusu

TQ, ilk defa 1963 yilinda El-Dakhakhny tarafindan yapilan bir ¢alisma ile izole
edilmistir. Nigella sativanin ana bileseni TQ olmakla birlikte, timol, ditimokinon,
timohidrokinon bilesiklerinin de (Sekil 1) bu bilesime eslik ettigi yiikksek basingli sivi
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi yontemleri ile gosterilmistir (Badary ve

ark., 2003; Gali-Muhtasib ve ark., 2006; Khader ve ark., 2009).
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Sekil 1. Nigella sativa 'min temel bilesenleri (Ragheb ve ark., 2009).

Ingilizce'de siyah tohum veya kara kimyon adi verilen tohum, eski Latince'de
"Panacea" olarak adlandirilir ve tiim hastaliklarin tedavisi anlamina gelir. Arapga
kayitlarda, bu tohuma nimet anlamina gelen “Habbat el Baraka” terimi ile atifta

bulunulmustur (Aggarwal ve ark., 2008; ljaz ve ark., 2017).

Corek otu’nun anavatani Giiney ve Dogu Avrupa, Dogu Akdeniz iilkeleridir.
Tiirkiye’de en bilinen ve yetistirilen tiir Nigella sativa L. olup yaygin olarak Afyon,
Isparta, Burdur ve Konya sehirlerinde tiretimi yapilmaktadir (Baytop 1999; Yayla, 2014).



2.1.2.Kimyasal yapisi

Kimyasal formiili CioH1202 olan ve 2- izopropil-5 metil- 1,4 benzokinon
yapisindaki (Sekil 2), TQ’un molekiil agirligi 164.201 g/mol’diir. Timokinon (TQ),
Nigella sativa'nin ugucu yaginin (%54) biyoaktif bilesenidir. Ugucu bir monoterpen kinon
olan TQ koyu sart renkli kristallere sahiptir. Timokinon enol, keto ve karisim
formlarindan olusur. Keto formu, TQ un farmakolojik etkilerine dahil olan ana formdur.
TQ’un 15182 duyarlilig1 yliksektir ve kisa bir siire 1518a maruz kaldiginda kullanilmaz hale
gelir. Sulu ¢ozeltilerde, 6zellikle alkalin pH'ta kararsizdir(Gali-Muhtasib ve ark., 2004;
Arslan ve ark., 2005; Pari ve Sankaranarayanan, 2009; Cooper, 2010; Taborsky ve ark.,
2012; Darakhshan ve ark., 2015).

Calismalar, ¢orek otu tohumlarinin biyolojik aktivitesinin agirlikli olarak
esansiyel yag bilesenine 6zellikle de timokinona atfedildigini gostermistir (Sekil 3) (Woo
ve ark., 2012).

CH;

HaC
o

Thymogquinone (TQ)

Sekil 2. TQ’un kimyasal yapisi (Pari ve Sankaranarayanan, 2009)

Bolgenin iklimine gore farklilik gostermekle birlikte Nigella sativa tohumlarinin
kimyasal yapisinda bulunan maddeleri soyle siralayabiliriz: ugucu yaglar (% 0.4-0.45),
sabit yaglar (% 32-40), proteinler (% 16-19.9), aminoasitler, alkoloidler, tanenler,
saponinler, lifler (5.5%), karbonhidratlar (% 33.9), mineraller (% 1.79-3.44), askorbik
asit, tiamin, niasin, pridoksin, folik asit. Nigella sativa’nin kimyasal katimmnin %32-
40’1 olusturan sabit yagin yapisi; doymamis yag asitleri (oleik asit, linoleik asit,
eikozadienoik, aragidonik asit, linolenik asit), doymus yag asitleri (miristik asit, palmitik
asit, stearik asit)’nden olusmaktadir. Ugucu yaglar ise; nigellon, karvakrol, p-cymene, d-

limonen, o ve P-pinen, farmakolojik aktif bilesenler (timokinon, timohidrokinon,



ditimokinon, timol)’dir. Ayrica alkaloidler, antosiyaninler seklinde kimyasallar da
icermektedir(Baytop, 1999; Randhawa ve Al-Ghamdi, 2002).

Sekil 3. Nigella sativa bitkisi (a), ¢igegi (b) tohumu (c); tohumlarin biyoaktif
bilesenin kimyasal bileseni TQ (d) (Darakhshan ve ark., 2015)

2.1.3. Timokinonun farmakolojik ozellikleri

TQ, enol formu, keto formu ve karisimlar igeren tautomerik formlarda bulunur.
TQ’un ana formu keto formudur (%90) ve farmakolojik 6zelliklerinden sorumludur. TQ
hidrofobik bir molekiil oldugu i¢in ¢oziiniirligli biyoyararlanimini etkileyebilen ve ilag
formiilasyonunda siirlamalara neden olabilecek bir sorundur (Salem,2005; Salmani ve
ark., 2014).

Herhangi bir toksik veya oliimciil etki olmaksizin 10-100 mg/kg viicut agirligi
araliginda agizdan alinan TQ dozu uygulanan bir dizi ¢aligma yapilmistir (Darakhshan ve
ark., 2015). Fareler {izerinde yapilan bir ¢alismada, 50 mg/kg'dan daha yiiksek TQ
dozlarinin fareler i¢in O6ldiricti oldugu ve LDso 90,3 mg/kg oldugu bildirilmistir
(Mansour ve ark., 2001).

TQ’un oral uygulamadan sonra hizli elimine olmasi ve nispeten daha yavas
emilimi agizdan alimin uygun olmadigin1 gosterilmistir (Alkharfy ve ark., 2014). TQ
lipofilitesi ve molekiiler yapisinin hacimsel olarak kiiciik olmasi sayesinde kan-beyin
bariyerini kolaylik geger (Hosseinzadeh ve Parvardeh, 2004).TQ, intravendz,
intraperitonal ve oral yolla uygulanabilir. Deneysel calismalarda timokinon oral yoldan
10-100 mg/kg doz araliginda toksik etki gostermediginden, giivenli oldugu bulunmustur
(Mansourve ark.,2002).



2.1.4. TQ’un klinik olarak 6nemi

Bir¢ok bitki ve cicekteki esans yaglarin bilesiminin terpen veyaterpenoidler
denilen kimyasal maddelerden olustugu goriilmektedir. TQ nun yapisi bakimindan bir
monoterpendir. Monoterpenlerin hiicrediizeyinde enerji metabolizmas: tizerine etki

ettikleri gosterilmistir (Demirci ve ark., 2008).
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Kaspaz 3789 Bcl2 ve diger * - NEKB
5:2 Ba;: 2 anti-apoptotik
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* * * [ Onkogen ekspresyonunun kontroli ]

Kontrolii
Sekil 4. Timokinonun etki ettigi farkli mekanizmalar (Ahmad ve ark., 2013).

Nigella sativa tohumlar1 Ortadogu, Asya ve iilkemizde oldugu gibi astim,
oOksiiriik, bronsit, bas agrisi, romatizma, ates, grip, egzema,diiiretik ve sarilik tedavisinde
yiizyillardir geleneksel olarak kullanilmaktadir. Pek ¢ok hastaliga kullanilan Nigella
sativa’nin, anti-inflamatuar,antidiyabetik, antihipertansif, antimikrobiyal,analjezik,
immiinomodiilator,spazmolitik, hepatoprotektif, renal koruyucu, gastroprotektif,
bronkodilatdr, antioksidanveantineoplastikozelliklerinden dolayr énemli olduguna dair
caligmalar mevcuttur (Sekil 4) (EI-Dakhakhny ve ark., 2000; Salem, 2005; Woo ve ark.,
2012; ljaz ve ark., 2017; Khan ve ark., 2017).

Antiapoptotik

Bax ve kaspaz gibi apoptotik gen ekspresyonunu artirir. Bunun yani sira Bcl-2
antiapoptotik gen ekspresyonunu azaltir ve sonugta kanserli dokularda apoptotik hiicre
Olimiini uyarir. TQ’un aslinda kanser hiicrelerinde gii¢lii bir apoptoz indiikleyicisi
oldugu, ancak diger hiicre hasar1 tiirlerinde oksidatif stresi azaltarak antiapoptotik etki

gosterdigi (Abd El-Ghany ve ark., 2009; Cecarinive ark., 2010; Majdalawieh ve ark.,



2017), segici proteazom inhibisyonunu indiikleyerek kanser hiicrelerinde apoptoz

indiiksiyonunda rol oynayabilecegi bildirilmistir (Torres ve ark., 2010).
Antioksidan Etkisi

Serbest radikaller elektriksel olarak yiikliidiir ve hiicre membranindan gegerek
niikleik asit, protein ve enzimler ile reaksiyona girer ve yikima yol agarlar. TQ, farkli
mekanizmalar ile antioksidan O6zellik gostermektedir. Yapilan in vitro ve in vivo
calismalarda TQ’un antioksidan etkisi ortaya konulmustur. TQ un ¢esitli mekanizmalar
ile antioksidan etki gosterdigi, hidroksil radikalleri ve siiperoksit radikalinin yakalayicisi
gibi davrandig1 gosterilmistir (Giindiiz ve ark., 2002; Badary ve ark., 2003; Salem, 2005;
Kurt ve ark., 2014; Usta ve Dede, 2017). Zubair ve ark.(2013), TQ’un diisiik
konsantrasyonlarda bir antioksidan ve daha yiiksek konsantrasyonlarda bir prooksidan

olarak iglev gordiigiinii belirmektedirler.
Anti-diyabetik etkisi

TQ’unyiiksek olan serum glikoz seviyesini diisiirdiigii ve hipoglisemiketkiye
sahip olmasi nedeniyle diyabet iizerinde de etkili bir bilesen oldugu bilinmektedir. Insiilin
sekresyonunu artirarak glikoz kullaniminda artisa ve glikoneogenezi engelleyerek kan
glikozunun diigmesine sebep olmasi antidiayabetik etkisinin molekiiler mekanizmasinin
temelini olusturmaktadir. Ayrica total HDAL1C diizeyini de diisiirmektedir (EI-Mahmoudy
ve ark., 2005; Pari ve Sankaranarayanan, 2009).

Antitiimoral ve antikanserojenik etkisi

Birgok in vivo ve in vitro galisma ¢orek otu tohumlarinin; hem ugucu yagi hemde
aktif bilesenlerinin antitiimor etkilere sahip oldugu saptanmustir. Farkli kanserler tizerinde
yapilan arastirmalarda, ¢orek otu tohumlarinin ugucu yagmin kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (Ali ve Blunden, 2003; Salem, 2005; Abukhader,
2012). TQ, DNA yapisina miidahale yoluyla da etki eder. Kromatinde bulunan ve DNA
bazli guanin ile yakindan iliskili olan hiicresel bakir1 hedef alir ve DNA'da oksidatif

kirilmaya ve bunun sonucunda kanser hiicresi 6liimiine neden olur (Zubair ve ark., 2013).



TQ, ozellikle segici antioksidan aktivite gostererek, DNA yapisina miidahale
ederek, kanser molekiillerinin sinyallerinin yollarini degistirerek ve bagisiklik sisteminin
giiclinii artirma veya azaltma yoluylaimmiin yanitim1 degistirerek, anti-kanser aktivite
sergiler (Khan ve ark.,2017). Coérek otunun en onemli biyoaktif bileseni olan TQ’un
potansiyel bir kemoterapotik ve kemopreventif bir bilesen olduguna adir yapilan bazi
caligmalarda, TQ’un antiproliferatif etkisiyle apoptozu uyardigi (El-Mahdy ve ark.,
2005), fare modelinde TQ’un tiimér biiylimesini inhibe ettigi (Gali-Muhtasib ve ark.,
2008) bildirilmistir. Gogiis ve yumurtalik, kolorektal osteosarkomu, fibrosarkoma,
prostat, meme, kalinbagirsak, akciger, pankreas gibi pek cok kanser g¢esidinde (Gali-
Mubhtasib ve ark., 2004; Roepke ve ark., 2007; Banerjee ve ark., 2009; Gali ve ark., 2017)

hiicrelerin proliferasyonu iizerine inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir.

Sitotoksik etkisini, hiicre G1 fazinda iken apoptozisi tetikleyerek (Gali-Muhtasib
ve ark., 2004), hiicre dongiisiinii durdurma, ROS olusumu, metastaz ve anjiyojenezi
baskilama, kaspazlarin aktivasyonu, p53, p73, PTEN, STAT3, PPAR-y igeren molekiiler
yolaklarin diizenlemesi (Sethi ve ark., 2008; Woo ve ark., 2012) gibi etki mekanizmalar1
yoluyla sagladig1 gosterilmistir.

Antiinflamatuar etkisi

TQ, kalsiyum iyonofor ile uyarilan rat peritonal 16kositlerindeki arasidonik asit
metabolizmasinin hem COX hem de LO yollarini inhibe etmektedir. Bu ylizden COX ve
LO’nun inhibisyonu, TQ’un antiinflamatuar etkilerini diizenleyen anahtar bir faktordiir.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimini bloke ederek, tromboksan B2 ve 16kotrien B4
iretimini azaltarak inflamasyona etkietmektedir. TQ, inflamasyon sitokinlerinin (IL-6,
IL-10, IL-1B, PGE2, IFN-y, TNF-a) salimmini da azaltir. Immiin yanitin anahtari,
NF«B’nin bozulmasi kanserin olusmasiyla korelasyon gosterir. Bu nedenle TQ,
nihayetinde apoptoza yol agan anti-enflamatuvar ve anti-kanser aktivite arasinda koprii
olusturmaktadir (Sethi ve ark., 2008; Umar ve ark., 2012).



Antiallerjik etkisi

TQ’un histaminik maddelerin baskilayict etkilerini ortadan kaldirdigi, bu etkiyi
histamin ve serotonin reseptorlerini se¢imsiz olarak bloke ederek gosterdigi bildirilmistir

(Kanter ve ark., 2003; Ragheb ve ark., 2009).
Antibakteriyel, antifungal, antiparaziter etkileri

TQ, 6zellikle baz1 gram pozitif bakterilere (Paenibacillus larvae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis) karsi olmak tizere in
vitro ortamda antibakteriyal (Halawani,2009; Bourgou ve ark., 2010; Goel ve ark., 2018),
eter ekstresinin antifungal ve antidermatofit (Aljabre ve ark.,, 2005) etkinligi
kanitlanmistir. TQ muamelesinin Fasciola gigantica kurtgugunun aktivitesini azalttigi,
hiicre zarii bozdugu, istilaciyeteneklerini de dnemli 6l¢iide baskiladigin1 gostern bir
calismada, TQ’un helmintlerin 6ldiirtilmesinde kullanilabilecegi one siiriilmistiir (Ullah

ve ark., 2017).
2.1.5. Timokinonun koruyucu ve tedavi edici ozellikleri

TQ’un sahip oldugu 6zellikler sayesinde, pek ¢ok hastaliga kars1 koruyucu, tedavi
edici, organ ve doku koruyucu olarak onemini gosteren pek cok calisma yapilmistir.
Bunun yani sira birgok toksisiteye karsi iyi geldigi de gosterilmistir. Bunlar arasinda
hepatotoksisite, bobrek toksisitesi ve pulmoner hasar da bulunmaktadir (Mansour ve
ark.,2002).

Nefroprotektif etki

TQ’un nefrotoksiteyeneden olan pek ¢ok hasari iyilestirdigi gosterilmistir. TQ‘un
antioksidan, antiproliferatif ve proapoptotik aktivitesi nedeniyle hipertansiyon ve bobrek
hasarina kars1 yararli oldugu diisiiniilmektedir (Khattab ve Nagi,2007; Cecarini ve ark.,
2010; Hosseinian ve ark., 2017; Ozer ve ark 2017). Serum kreatin ve BUN diizeyleri ile
de bu diistince desteklenmektedir (Faisal ve ark., 2015). TQ un idrarda oksalat1 azaltmasi
ve serum kalsiyum diizeylerini belirgin olarak yiikseltmesi nedeniyle diisiik dozda bobrek
taglarinin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Hadjzadeh ve ark., 2008).



Bobrek hasarma yol agtig1 bilinen sisplatin uygulamasindan 6nce ve sonra TQ
iceren Nigella sativa uygulamasmin artan serum kreatinin, kan iire azotu (BUN)
seviyelerindeki bobrek hasarma baglh olan artis1 azalttigi, histopatolojik bulgulara gore
de bobrek hasarimi belirgin derecede dnledigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Farooqui
ve ark., 2017; Ulu ve ark., 2017). Aym1 zamanda endoplazmik retikulum stresi ve

mitokondri kaynakli apoptozu da 6nledigi gosterilmistir (Woo ve ark., 2012).
Karacigeri koruyucu etkisi

Pek ¢ok nedenden kaynaklanan hepatotoksisiteye karst TQ un koruyucu etkisini
gosteren ¢alismalar mevcuttur. Bu etkinligin daha ziyade TQ’un antioksidan
aktivitesinden kaynaklandigi diisiiniillmektedir (Mansour, 2000; Alsaif, 2007).

Sinir sistemine etkisi

TQ’un  noroprotektif — bir  bilesik  oldugu  bildirilmektedir.  Beyin
iskemisi/reperfiizyon, Alzheimer ve Parkinson hastaliklari ve travmatik beyin hasari
modellerinde gosterilen noroprotektif etki dahil olmak iizere genis bir farmakolojik
aktivite yelpazesi sergiler. TQ’un noéroprotektif etkisi, lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu, proinflamatuar sitokinlerin asagi regiilasyonu, mitokondriyal membran
potansiyelinin korunmasi ve kaspaz-3, -8 ve -9'un inhibisyonu yoluyla apoptozun
onlenmesi yoluyla aracilik edilir. Timokinon bazli mitokondri hedefli antioksidanlar,
mitokondride birikir ve nanomolar konsantrasyonlarda noroprotektif 6zellikler gosterir
(Al-Majed ve ark., 2006; Farkhondeh ve ark., 2018; Tsai ve ark., 2018; Isaev ve ark.,
2020).

Solunum sistemine etkisi

TQ’un antiinflamatuar olarak akciger dokularinda allerjenin indiikledigi
eozinofilik inflamasyonu ve kadeh hiicrelerinden mukus iiretimini belirgin olarak inhibe
ettigine, akut solunum sikintis1 sendromunda akciger dokusunu koruduguna ve
oksijenasyonu iyilestirdigine dair ¢alismalar yapilmistir (Isik ve ark., 2005; El Gazzar ve
ark., 2006).



Dolasim sistemine etkisi

TQ, ratlarda doza bagl olarak arteryal kan basincini ve kalp atisin1 azaltmaktadir.
Akrep ve yilan sokmalarinda TQ’un zehirlenmedenkaynaklihemolitik etkiyi onledigi,
eritrositleri lipit peroksidasyonundan, H202’in sebep oldugu artan ozmotik kirilganliktan
korudugu gosterilmistir (Salem, 2005). TQ, koruyucu etkisi ile fosfatidilinositol
3-kinaz/Akt yolagina aracilik ederek kardiyovaskiiler fonksiyonu iyilestirir ve oksidatif

stresi, enflamasyonu ve apoptozu hafifletir (Liu ve ark., 2016).
Sindirim sistemine etkisi

TQ’ungastroprotektif etkisi, mide mukozasindaki redoksun korunmasi, proton
pompasinin asit sekresyonunu ve nétrofil infiltrasyonunu inhibe ederek, miisin
salgilanmasini ve nitrik oksit liretimini artirarak gosterilmektedir (Magdy ve ark., 2012;
Shakeri ve ark., 2016).

Immun sisteme etkisi

TQ, ’un T hiicrelerine ve immiin yanita aracilik eden 6ldiiriicii hiicrelerin artisini
saglayarak, makrofajlarda nitrik oksit (NO) {liretimini azaltarak, fagositik aktivite,
kemokinezi, = kemotaksisi,  immiinoglobulin  seviyelerini  ve  antikorlarin
hemagliitinasyonunu artirarak immiinolojik olarak yararli etkiler gosterdigine dair

¢alismalar mevcuttur (EI-Mahmoudy ve ark., 2002; Salem, 2005; Mohany ve ark., 2012).
2.1.6. TQ’un toksik o6zelligi

Genelde TQ’un yararlari lizerine ¢aligmalar yapilmakla birlikte, normal dokularda
doza bagli olarak toksikasyon riskinin arttig1 (Kurt ve ark., 2014) gésterilmistir. Bununla
birlikte 6zellikle kanserli doku ve hiicrelerde TQ un toksisk etkisi beklenen bir durumdur.
TQ (2 ve 3 g/kg) verildikten 24 saat sonra karaciger, bobrek ve kalp dokularinda GSH
diizeyinin azaldigi, plazma iire ve kreatin konsantrasyonlari, ALT, LDH ve CPK enzim
aktiviteleri onemli 6lglide arttigini bildiren bir calisma mevcuttur (Badary ve ark., 2003).
Bu ¢alismaya gore, TQ’un akut oral toksisitesinin diisiik seviyelerde oldugu, ancak 8
mg/kg 1.p verildiginde toksik oldugu bulunmustur. Cok diisiik derecede toksisite ile

karakterize oldugu ve karaciger veya bobrek fonksiyonlar: {izerinde 6nemli olumsuz
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etkilere neden olmadig1 gosterilmistir (Ali ve Blunden, 2003). TQ, konsantrasyona bagli
olarak sican splenositleri ve Th1/Th2 sitokinleri {izerinde sitotoksik inhibitor etki

gostermistir (Gholamnezhad ve ark., 2015).

TQ’un oral olarak uygulanmasi olduk¢a gilivenli bir bilesik oldugu
bildirilmektedir (Al-Ali ve ark., 2008; Abukhader, 2012). TQ, genis bir biyolojik aktivite
yelpazesi sergiler. TQ’un norotoksik etkisi ile ilgili cogu calisma, kanser hiicre dizilerinde
gerceklestirilmistir. Burada, in vitro olarak birincil noron kiiltiirlerinde TQ’un toksik
etkisini belirlemek i¢in 24 saat boyunca 0.04-0.05 mM TQ ile inkiibasyon, kiiltiirlenmis
serebellar graniil noronlarinin (CGN'ler) doza bagimli bir sekilde 6liimiine neden oldugu
goriilmiistiir. TQ un normal noéronlar i¢in toksik oldugunu gosterirken, mitokondride
ROS ile indiiklenen degisiklikler TQ ile indiiklenen ndronal hasarin ve 6liimiin ana

nedenlerinden biri olabilecegi diistiniilmiistiir (Stelmashook ve ark., 2020).

2.2. Endoplazmik Retikulum (ER)

Endoplazmik retikulum (ER), hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan dantel benzeri
bir ag sistemi olarak yer almaktadir. Bu sistemin igerigi; vezikiil, sisterna ve
borucuklardan meydana gelmektedir. Hiicreler arasinda protein gibi maddelerin
aligverisini saglarken, bazi bolgelerinde de madde tliretimi gergeklestirir. ER i¢ ve dis zar1,
hiicre ¢ekirdeginin i¢ ve dis zarina baglantili bir haldedir. Her hiicrede bulunan ER yapis1
ve sayist aynt degildir. Zarla ¢evrili limen kismi mevcuttur. Cekirdek olusumuna
katilmaktadir (Ron ve Walter, 2007; Almanza ve ark., 2019; Tatar ve Tatar, 2019). (Sekil
5).
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Cekirdek

Cekirdek zan

Sekil 5. GER ve DER’in yapisal iligkisi (Iurlaro ve Munoz-Pinedo, 2016).
2.2.1. ER ozelliklerive gorevleri

ER hiicredeki en biiyiik ve yaygin organeldir. Alyuvarlar hari¢ biitiin 6karyot
hiicrelerde bulunur. ER sisteminde, kanallarda iletim islemleri sisternada ise depolanma
islemleri olur. Madde tasinirken hiicre boliinmesi sirasinda erir ve kaybolurlar.
Ribozomlardan sentezlenen proteinleri diger organlara dagitmakla gorevlidir. Protein
sentezi ve taginmasi, Ca depolama, Cakonsantrasyonunun diizenlenmesi, lipit— steroid
sentezi ve karbonhidrat metabolizmasi, glukoneogenez, lipit metabolizmasi, otofagozom
ve peroksizom sentezi gibi bir¢ok siiregte aktif olarak gorev almaktadir (Jan ve ark., 2014;
Reid ve Nicchitta, 2015; Schwarz ve Blower, 2016; Almanza ve ark., 2019; Tatar ve
Tatar, 2019).

ER, bu gorevlerinin yani sira, Okaryotik hiicrelerde proteinlerin sentezi,
katlanmasi, olgunlastirilmas1 ve transportunun gergeklestigi en Onemli organeldir.
Hiicrede salgilanan veya membran yapisina katilan proteinler gibi kompleks yapili
proteinler ER’de katlanirken, daha basit yapili proteinler sitoplazmada katlanir (Buck ve
ark., 2007; Malhotra ve ark., 2007; Cnop ve ark., 2012).

2.2.2. ER cesitleri

ER yapisinda ribozom bulunmasina gore; graniillii (ribozomlu) endoplazmik

retikulum ve graniilsiiz (ribozomsuz) endoplazmik retikulum olarak ayrilir.
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Graniillii endoplazmik retikulum

Graniil (tanecik)tabiri ile ribozomlar kast edilmektedir. Ribozomlarda sentezlenen
proteinler golgi cisimcigi kismina aktarilir. ER’de proteinlerin diizgiin katlanmasina
yardim eden molekiiler (saperonlar) bulunmaktadir. Proteinlerin dogru katlanmasina
yardimci olurlar. ER, protein katlanmasinda hata olup olmadigini tespit ve hatali katlama
olduysa diizeltilmesi amaciyla yikima gonderilmesi ile gorevlidir(Buck ve ark., 2007;
Albert ve ark., 2008; Hoseki ve ark, 2010; Stolz ve Wolf, 2010).(Sekil 6).

Sekil 6. Graniillii Endoplazmik Retikulum(Kadowaki ve Nishitoh 2013)
Graniilsiiz endoplazmik retikulum

Ribozom tasimayan graniilsiiz ER, lipid senteziyapan hiicrelerde bulunmaktadir.
Kurye gorevi gorerek, maddeleri ulasmalari gereken noktalara iletirler. Karacigerde
metabolizma reaksiyonlarinda gorev alirlar. Kas hiicreleri i¢inde kalsiyum depolanmast,
streoid hormonsentezi, fosfolipid sentezi, lipid tasinmasinda rolii vardir(Clapham, 2007;
Ron ve Walter, 2007).

2.2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi (ER stresi)

Proteinlerin hiicre i¢indeki gorevlerini yerine getirebilmesi igin fonksiyonel
olarak aktif olmasi ve {i¢ boyutlu yapilara katlanmasi gerekir. Yeni sentezlenen
proteinlerin diizgiin katlanmasina engel olan etkenler ile anormal katlanmalar olabilir. Bu
tehlikelere kars1 korunmak i¢in hiicrelerde bir molekiiler saperon agi mevcuttur (Hartl ve
ark., 2011; Tatar ve Tatar, 2019).
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ER stresi; ER’nin protein katlama kapasitesi ile islenen protein yiikii arasindaki
dengenin, yanlis katlanmigs ya da katlanmamis protein birikimine neden olmasi ile
gerceklesir. Burada katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerde olusan artis ve
birikim, ER homeostazinda degisikliklere neden olur. Enfeksiyon, ortamin sicakligi,
oksidatif stres gibi faktorleri, proteinlerin dogru katlanmasi tizerinde etkili olmaktadir.
Hiicrede ciddi zararlara yol agan yanlis katlanan protein birikimi olarak bilinen ER stres;
norodejeneratif hastaliklar, metabolik hastaliklar, ateroskleoz, obezite, diabetes mellitus,
kanser, diyabet, Alzheimer gibi ciddi hastaliklara yol agmakta ve bu hastaliklrad artmakta
olduguna dair pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (Buck ve ark., 2007; Albert ve ark., 2008;
Hoseki ve ark, 2010; Stolz ve Wolf, 2010; Roussel ve ark., 2013).

ER stres nedenleri

ER homeostaz degisikliklerine kars1 olduk¢a duyarli bir organeldir. ER stres
cesitli faktorlerle tekliyebildigi gosterilmis ve hiicrenin homeostazinin korunmasindan
sorumlu oldugu bulunmustur. Yanlig katlanan ya da ¢6ziiniirliigii bozularak agrege olan
proteinler, hiicre i¢in potansiyel toksik molekiiller haline gelirler. Bu nedenle katlanan
proteinler, ER’da bulunan kalite kontrol mekanizmalari ile siirekli, sik1 bir sekilde kontrol
edilmektedirler. ER homeostazin1 engelleyen baslica nedenler; hipoksi, aclik, asidoz,
redoks dengesizligi, kalsiyum homeostazi kaybi, ilaglar ve diger bilesikler olarak
sayilabilir. Bunun sonucunda dogru protein katlanma kapasitesi azalmaktadir (Buck ve
ark., 2007;Malhotra ve ark., 2007; Kincaid ve ark., 2007; Brodsky ve Skach, 2011;
Naidoo, 2011; Tatar ve Tatar, 2019).

ER stresin baslica nedenleri arasinda; metabolit bozukluk, hipoksi, besinsel aglik,
asidoz, kanser, viral enfeksiyonlar, hiicresel stres, ilaglar veya diger bilesikler, hiicre i¢i
Ca*? miktarinin degismesi, glukozun azalmasi, oksidatif stres, enerji yoksunlugu,
inflamasyon, 1s1 soku gibi ¢esitli faktorler 6nemli yer almaktadir. Bu faktorler ER
homeostazin1 degistirerek, proteinlerin yanlis katlanmasina neden olabilmektedir. Bu
nedenlere bagli olarak stres yanit1 tetiklenmekte ve ER ile iliskili ER stres genler aktive
olur ve sonugta hiicre 6liime gider (Buck ve ark., 2007; Malhotra ve ark., 2007; Kincaid
ve ark., 2007; Naidoo, 2011, Liu ve ark., 2012; Xu ve ark., 2015; Cui ve ark., 2016, Tatar
ve Tatar, 2019).
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ER stres mekanizmasi

ER’da uzun bir siirede, siddetli bir sekilde yanlis katlanmis veya katlanmamis
proteinler birikimine yanit olarak, hiicre O6limiine yol acan apoptotik yollarin
aktivasyonuna yol agan patolojik bir yanit olusmaktadir. Bu patolojik yanit, karaciger,
bobrek ve noronal defektler ile birlikte akut hastaliklarla iligkilidir. Burada saperonlarin
rolii Onemlidir. Saperonlar tiim memeli hiicrelerinde bulunan “protein katlanma
katalizorleri” olarak bilinirler. Viral enfeksiyonlar, enerji veya besin yoksunlugu, ROS
maruziyeti, zehirlenme, ani sicaklik degisimleri gibi cesitli fizyolojik ve patolojik
kosullar, protein sentezi ve katlanmasi islevinde ER kapasitesini zorlayabilir. Saperonlar,
proteinlerin ara maddeler ile etkilesimini 6nleyerek dogru katlanmasina aracilik ederler
(Buck ve ark., 2007; Hosoi ve Ozawa, 2009; Brodsky ve Skach, 2011; Tatar ve Tatar,
2019).

ER liimenindeki bu protein yanlis katlanmasi ROS iiretimini baslatabilir. ROS,
katlanan proteinlerdeki aminoasitleri oksitleyerek veya saperonu degistirerek ER
limeninde protein yanls katlanmasini siddetlendirebilir. Bu protein katlama
bozuklugunu gidermek ve ER homeostazini diizenlemek igin, katlanmamig protein
yanitin1 (UPR: unfolded protein response) harekete gecirir. Asir1 ve siirekli bir ER stres
devam ederse, C/EBP-homolog protein (CHOP) ve kaspaz-12 gibi pro-apoptotik
faktorler aktive olur, hiicre disfonksiyonu ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir (Liu ve

ark., 2012; Xu ve ark., 2015; Cui ve ark., 2016; Tatar ve Tatar, 2019).

ER stresini 6nlemek ve ortadan kaldirmak i¢in ti¢ adet hiicre i¢i mekanizma aktif

hale gelmektedir:

Birinci mekanizma; protein sentezi ve proteinin ER'ye translokasyonu azaltilir ve gegici

bir adaptasyon ile ER'ye giren protein yiikiinde azalma saglanir.

Ikinci mekanizma; hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu sayesinde ger¢eklesen
daha uzun siireli bir adaptasyon ile katlanmamis proteinleri engelleyen ER'nin

kapasitesinde bir artig gerceklesir ve UPR (katlanmamis protein cevabi) devreye girer.
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Uciincii mekanizma; homeostaz saglanamadig1 zaman, katlanmamus proteinlerin oldugu
hiicrelere karsi organizmanin korunmasi i¢in, hiicre 6liimii yaniti olusmaktadir (Ron ve

ark., 2007; Tatar ve Tatar, 2019). (Sekil 7).

UPR yolag etkili olursa ER stres esnasinda da protein sentezi devam eder,
hiicresel hemeostaz diizenlenir. ER stres devam eder ve UPR ile bas edemezse, hiicrede
oksidatif stres ve apoptoz yolaklari aktive olur. UPR, yiiksekprotein sentezi oranina sahip
hiicrelerde normal fizyolojik fonksiyon i¢in 6nemlidir: bu, hataya agik bir siiregtir ve ER
ile 1iligskili kalite kontrol sistemleri, yanhs katlanmis proteinlerin  dogru
konformasyonlarini elde etmelerine izin verir. UPR'nin aktivasyonu ER islevini siirdiiriir,
stresten kurtulmay1 kolaylastirir ve adaptif UPR gibi ek streslere karst koruyucu olabilir
(Araki ve Nagata 2011; Brodsky ve ark., 2011;Wang ve ark., 2014; Shore ve ark., 2011;
Inagi ve ark., 2014; Tatar ve Tatar, 2019).

' Katlanmams Proteinler

“ R
‘

GRP78
ER Membram
ATF6
|| nR_\ A Yk -
p-elF2a XBP1

‘ F4 '
Translasyon AT E
Azalma " o

GRP78, EDEM, XBP1
Hedef Genler Uyanlir

Sekil 7. UPR Yolaklar1 (Tatar ve Tatar, 2019).

ER stresii¢ proteinin aktivasyonu ile iligkilidir. Bunlar; a) PKR benzeri ER kinazi

(PERK), b) aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve c) inositol gerektiren enzim
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(IRE1). ER stresiyle indiiklenen ATF6, PERK ve IREI sinyal yolaklar1 hiicrelerin
sagkalimini saglayan yollar1 baslatmanin yaninda, ER stresinin kronik olarak uzadigi
durumda hiicresel fonksiyon bozuklugunun gergeklesmesiyle apoptozis yolaklarininda
indiiklenmesini de saglamaktadirlar (Marciniak ve ark., 2006; Naidoo, 2009; Brodsky ve
Skach, 2011; Sarvani ve ark., 2017;).

|_Translasyonel Zayiflama | <5

ER lumen

R

t L
Katlanmamig Prot. J

ERAD ile
Yikimlanma |

Apoptozis

Nucleus

Transkripsivonel Aktivasyon

(Saperonlar)

Sekil 8. ER stresi (Rajan ve Srinivasan, 2007 )

Oksidatif stres ER stresine neden olan ana faktorlerden biridir. Reaktif oksijen
tirleri (ROS), mitokondride solunum zincirinde endojenik olarak {iretilir. UPR’nin
onemli proteinleri olan PERK ve ATF6, IRE1a ekspresyonlari pek ¢ok farkli tiimorlerde
artmigtir (Hasnain ve ark., 2016; Walczak ve ark., 2019 ). IREla, PERK ve ATF6. IRE1
yolunun aktivasyonu, GRP78 ve GRP94 dahil bir grup UPR geninin transkripsiyonunu
kontrol eden XBP-1'in alisilmadik eklenmesine yol agar. IRE1 ve TRAF2'nin etkilesimi,
hayatta kalma genlerini yukari regiile eden NF-«kB aktivasyonuna yol acar. IRE1 ve diger
UPR yollart tarafindan baslatilan sinyallesme ve transkripsiyon programlari, ER
homeostazi saglar. IRE1 ve TRAF2'nin siirekli etkilesimi, inflamatuar sitokin {iretimini
ve apoptozu tesvik eden NF-kB ve JNK aktivasyonuna yol acar. IRE1 ayn1 zamanda ER
stres kaynakli iltihaplanma aktivasyonunda ve IL-1p {iretiminde rol oynar, bu da IL-6 ve
IL-8 gibi diger enflamatuar sitokinleri indiikler. Ek olarak TRAF6, TLR aracili optimal
enflamatuar sitokin iiretimi i¢in gerekli olan IRE1 ubikitinasyonuna aracilik edebilir (Guo

ve Li, 2014). (Sekil 8).
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ER stresi icin 6nemli genler

ER stresinin meydanagelmesi sirasinda dnemli olan genler sunlardir: UPR genler,
BiP(including immunoglobulin heavy chain-binding protein), XBP1(X-box binding
protein 1), CHOP(C/EBP [CCAAT/enhancer-binding protein]-homologous protein,
IRE1 (inositol-requiring 1), ATF6 (activating transcription factor 6), ATF4 (activating
transcription factor 4)(Ron ve Walter, 2007; Tatar ve Tatar, 2019).(Tablo 1).

Tablo 1. ER stresi 6lgmek igin 6nemli genler ve sembolleri

ATF4 Activating transcription factor 4
ATF6 Activating transcription factor 6
BiP Including immunoglobulin heavy chain-binding protein
CHOP C/EBP [CCAAT/enhancer-binding protein]-homologous protein
IRE1 Inositol-requiring 1
PERK PKR-like endoplasmic reticulum kinase
XBP1 X-box binding protein 1
PERK yolag:

ER membraninda PERK oligomerinin olusmasi, PERK 0Okaryotik baslatma
faktoriinii (2a (elF2a/eukaryotic initiation factor 2a)’y1 fosforile ederek inaktive olmasina
yol agar. Bu durum ER’de mRNA transkripsiyonunun durmasina ve protein yiikiiniin
azalmasina yol acar. ATF6 ise; ER stresi ile karsilasilinca posttranskripsiyonel

modifikasyona ugrar (Tatar ve Tatar, 2019).
ER stres onlenmesi

Hiicre igerisinde ER stresinin engellenmesi amaciyla stres sonucu olusmus,
katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerin sitoplazmada proteozomlar tarafindan
yikilmasit mekanizmasina ER iligkili bozulma (ERAD/Endoplasmic-reticulum-associated
protein degradation) denir.Eger ERAD mekanizmasi, ER stresi diizeltemiyorsa, ER
homeostazisi i¢in UPR yolag: aktif hale gelmelidir (Kincaid ve ark., 2007; Brodsky ve
Skach, 2011; Tatar ve Tatar, 2019).
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ER stres sonuc¢lari

Katlanmamig protein tepkisi ve ER stres, pek ¢ok hastaliklarin patogenezinde rol
aldigina dair ¢aligmalar vardir. Bu hastaliklara, yapisal veya katlanma hastaliklar1 da
denilmektedir ve UPR ile iligkili bulunmaktadirlar. Bunlarin arasinda ¢esitli bébrek
hastaliklar1 da yer alir Glomeriilonefrit, glomerulopatiler, diyabetik nefropati,akut bobrek
hasar1, kronik bobrek hastaligi (KBH) vebdbrek fibrozu bu hastaliklardan bazilaridir.
Asirt ER stresinin neden oldugu apoptoz, iskemik akut bobrek hasarina 6nemli bir katki
saglar.Bu nedenle,bobrek hasarlarinin 6nlenmesinde tedavi strateji gelistirmeye yardimci
olmak i¢in farmakolojik ajanlar ile ER stresinin azaltilmasina dair terapotik yaklasimlar
arastirtlmistir (Ohse ve ark., 2006; Cao ve ark., 2012; Cunard, 2015; Xu ve ark., 2015 ).
(Sekil 9).

ER stres; norodejeneratif hastaliklarla, obezite, inflamasyon ile ktildig:
mekanizmalar dolayist ilecok yakindan ilgilidir.Kanser hiicreleri hem intrinsik hem de
ektrinsik faktorler nedeniyle ER stresine maruz kalirlar (Wang ve ark., 2014;0zcan ve

ark., 2012; Giampietri ve ark., 2015; Ariyasu ve ark., 2017; Tatar ve Tatar, 2019).

Sekil 9.ER Stresinin patogenezine aracilik ettigi hastaliklar ( Cao ve ark., 2012)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinin deneysel ¢alismalari, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 Hiicre ve Molekiiler Genetik Laboratuvarlari’nda

gerceklestirildi.
3.1. Gereg

Calismada materyal olarak, NRK-52E (ATCC® CRL-1571™) sican bobrek epitel
hiicre serisi kullanildi (Tablo 1). Kullanilan alet, malzemeler ve kimyasal maddeler Tablo

3 ve 4’te verilmistir.
3.1.1. Cahsma materyali

Tablo 2. NRK-52E Hiicre hattinin genel 6zellikleri

NRK-52E Hiicre hattinin genel ézellikleri

Organizma Sigan

Yas Yeni dogan

Doku Bobrekepitelyal

Morfoloji Diizensiz sekilli, genellikle yuvarlak
Yiizey tutulumu Yapisan hiicreler

Tiimdrjenik Hayir

Besiyeri DMEM highglukoz, %10 FBS,

%1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin
Besiyeri yenileme siiresi | 2-3 giinde 1

Pasaj Metodu %0,25 Tripsin+ %0,02 EDTA

Ayirma orani 1.3-1:4

Katlanma siiresi (iki kat) | 36 saat

Biyogiivenlik diizeyi 1
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3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Tablo 3. Kullanilan alet ve malzemeler listesi

Kullanmilan alet ve malzemeler | Marka Model

Falkon tiipler Spl 15, 50 ml” lik
Otomotik Pipetler Eppendorf 10, 100, 200, 1000 pul’lik
PCR tiipler Qiagen 0,2 ml

Pipet uglari Biologix 10, 100, 200 ve 1000 pul’lik
Ependorf tiipler Ependorf (1.5 ml’lik)

Ependorf tiipler Ependorf (2 mI’lik)

Sogutmali santrifiij Universal 320R

Distile su cihazi Merck Milliporedirect-Q 3 UV
Hassas terazi Radwag 220.R2
Karistirici-Vorteks Yellowline Tts 2

Real Time PCR cihazi QIGEN Rotor geneQ

Nanodrop Biodrop Biodrop

Buzdolabi (+4 OC) Profilo Profilo

Derin dondurucu (-20 OC) Indesit Indesit

Derin dondurucu (-80 OC) Sanyo Sanyo

Flask SPL 75, 25 cm2

Kriyoviyal tiipler Corningincorporated

Distile su cihazi Merck Milliporedirect-Q 3 UV
Hassas terazi Radwag 220.R2

Laminar kabin Biobasafetycabinet | BSC-L300

Kronometre Elabscience Elabscience

Inkiibator ESCO CCL-170B-8

Inverted (ters) mikroskop Nikon Eclipse ts100

Thoma lam1 Marienfeld 0,0025mm?2’lik

Portiip ISOLAB Plastik

Su banyosu MRC WBO-100

ELISA cihazi Anthos-Zenyth 200 rt

Kiiltiir plaklar Costar 96’11k 3599

Mikrofiij MRC ECEN-6
Spektrofotometre BOECO S-22

Mikrodalga Firin Arzum AR257

Gii¢ Kaynagi Cleavernano PAC-300
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3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullamilan kimyasal | Marka Katalog no

maddeler Kimyasal

madde

Dimetilsulfoksit Applichempanreac A3672,0250

(DMSO)

FBS Capricorn scientific FBS-12B

L-Glutamin Capricorn scientific (200mM 100ml) | GLN-B

Penisilin-Streptomisin | Capricorn scientific (100x) PS-B

Etil alkol (%96) Sigma Sigma

Tripsin-EDTA(%0,25 | Capricorn scientific TRY-1B

%0,1)

RPMI 1640 Capricornscientific RPMI-XA

% 0,7’lik agaroz 0,7 gr agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde mikro dalga firin
yardimiyla eritilerek hazirlandi. icerisine 5 plredgel
karistirildi

Redgel Invitrogen 15585-011

Trizolreagent Thermo-Scientific 1029608

PBS Sigma P4417-50TAB

Kloroform Sigma 242162, 5L

Izopropil alkol Merck 109634

Etil alkol (%75,s0guk) | Merck 100986.2500

Master mix Wizbio W1711R-5

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiltiirii iinitemizden temin edilen NRK-52E hiicreleri in vitro kosullarda
diizenli pasajlar1 yapilarak (%10 FBS, %1 L-Glutamin, %1 penisilin/streptomisin igeren
RPMI 1640 besiyeri ortaminda, %5CO2 ve %95 nem igeren ortamda, 37°C inkiibasyon)
cogaltildi.

3.2.2. Analiz gruplarinin hazirlanmasi

Calismada gruptaki hiicrelere uygulanacak maddeler Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. In vitro calisma igin uygulama plani

Gruplar Uygulama
1 Kontrol (K) | Hiicre besiyeri
2 TQp (proliferatifkonsantrasyon: 10uM)
3 TQic (ICso konsantrsayon: 60uM)

Calismanin ilk asamasinda NRK-52E hiicre hattinda farkli konstrasyonlardave
siirelerde timokinoninkiibasyonu ile timokinona bagli sitotoksisite olusturulmasi
amacglandi. MTT hiicre canlilik testi yapilarak timokinon 24. ve 48. saatlerdeki IC50
degeri belirlendi. Calismada uygulanacak uygun dozlari ve ¢0zlinme ortamlarini
belirlemek i¢in stok soliisyonlar hazirlandi. Bobrek hiicre hattinda timokinon ana stok
konsantrasyonu DMSO da ¢6ziildii final konsantrasyonlart 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM,
30 uM, 40 puM, 50uM,60 uM,70 uM, 80 uM, 90uM, 100 pMkonsantrasyonlarda hiicre
medyumunda hazirlandi.  Timokinoninkiibasyonperiyotlari 24 ve 48 saat olarak
planlanmistir. Yine MTT hiicre canlilik testi yapilarak proliferasyonun belirlenmesi i¢in
timokinon kontrol grubuna gore proliferativekonsantrasyon degeri belirlendi. MTT i¢in
7000 hiicre olacak sekilde ekildi. Calisma gruplari i¢in flask basina 750000 hiicre ekildi.
Kontrol ve deneme gruplari ve bu gruplar arasinda ¢aprazlama olarak, ¢aligma gruplari

hazirlandi.

Tablo 6. TQ galisma konsantrasyonlari

24. saat 48. saat
TQp (uM) 10 10
TQic (uM) 60 60

3.2.3. Calisma protokolii

Sitotoksisite testi (MTT: hiicre canlilik)
RNA izolasyonu
cDNA sentezi

M W o

RT-gPCR uygulamalari
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3.2.4. Sitotoksisite (MTT hiicre canlilik) Testi

Uygun kosullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir plate’lerinin
her bir kuyucugunarenal hiicreler i¢in 7.000 hiicre ekildi. Hiicreler 24 saat, 37°C ve CO2’li
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda, hiicrelerin iizerindeki besi yeri alinarak
farkli dozlarda ve hiicre besi yeri kullanilarak hazirlanan timokinoneklendi. Her bir doz
icin en az 4 kuyucuk kullanildi. Kuyucuk bagina 100 pl medyum ortaminda olmak iizere,
farkli dozlarda maddeler eklendi ve 24,48 saat sonra her bir kuyucuga i¢inde 10 ul MTT
solisyonu olan 100 pl hiicre medyumlar1 ilave edildi ve 3 saat 37°C’de
COqinkiibatoriinde bekletildi. Her bir kuyucuga 100 ul MTT liziz soliisyonu eklendi.
Daha sonra, hiicrelerin optik yogunluklari ELISA cihazinda 570 nm dalga boyunda
okutuldu. Elde edilen absorbans degerlerine gore timokinon IC50 ve proliferasyon dozlar
belirlendi. Hiicre canlilik yiizdesi belirlenirken kontrol grubu absorbansi yalnizca MTT
¢Oziicli sollisyon igeren hiicre ekimi yapilmamis kuyucuklarinaborbansi ¢ikarildi ve

kontrol grubunun canlilig1 %100 olarak degerlendirildi.
3.2.5. RNA ekstraksiyonu

Santrifiij edilen hiicrelerin {izerindeki medyum atilip alta kalan hiicre lizat1 izerine
soguk 1 ml PBS (fosfat buffer soliisyon) eklenerek hiicreler iyice siispanse edildi. Bu
karigim yeni sterilependorf bir tiipe aktarildi. Hiicre siispansiyonu 300 xg de 5 dakika (dk)
sanrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiipiin listii uzaklastirildi. Tiipe 1 ml soguk trizolreagent
ilave edilerek hiicre homojenize edildi. 3500 rpm’de 10 dksantrifiij edildi. Uste kalan
supernatant kismi1 yeni ependorf tiipe aktarildi. Yeni tlipe aktarilan numunelerin {izerine
her bir tiipe soguk kloroform ilave edilerek inkiibe edildikten sonra numuneler 12000x
g’de 15 dksanrifiij edildi. Santriflij asamas1 sonrasinda karisim ii¢ fazli bir yap1 halini
almakta tstte kalan seffaf faz dikkatlice alinarak temiz steril bir ependorf tiipe aktarildi

ve izopropil alkol ilave edilerek iyice karigtirildi. 12000 x g’de 10 dksantrifiij edildi.

Tiiplin st tamamen atildiktan sonra olusan RNA 9%75’lik etil alkol ile
vortekslenerek yikanir. 7500 x g’de 5 dksantrifiij edilir. Kalan peletlaminer kabinde 15
dk tiiplin agz1 acik birakilarak kurumaya alindi. RNA 30-50 pl su ile ¢oziildii. cDNA

asamasi yapilmak tizere hemen -80 °C’ye kaldirildi.
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3.2.6. cDNA (Komplemanter DNA) sentezi

Bu calismada BiP (including immunoglobulin heavy chain-binding protein),
XBP1 (X-box binding protein 1), CHOP (C/EBP [CCAAT/enhancer-binding protein]-
homologous protein), PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase), IRE1 (inositol-
requiring 1), ATF6 (activating transcription factor 6), ATF4 (activating transcription

factor 4) genlerinin ekspresyonu aragtirildi.

RNA elde edilen dokulardan, ger¢cek zamanli-PCR’da ekspresiyon analizi igin
kullanilmak amaciyla cDNA sentezi gergeklestirildi. ¢cDNA eldesi i¢in Wizbio marka
(WizScript, cat no: W2211) kit kullanildi. Bu kitin 6nerdigi protokol kullanilarak cDNA
elde edildi.

3.2.7.Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR)
Protokol asagidaki tablolarda (Tablo 7, 8, 9) verildigi gibidir.

Tablo 7. Reaksiyonda kullanilan reaktifmiktarlari tabloda verilmistir.

Real-Time qPCR I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
2X MasterMix (with SYBR-Green) 10 pl
Forward Primer (10 uM) *ul
Reverse Primer (10 pM) *ul
cDNA Template 1 ul
RNase-Free Distilled Water 20 ul’ye tamamlandi.
TOPLAM 20 pl

Tablo 8. Real-Time qPCR Reaksiyonu kosullari tabloda verilmistir.

Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullar:
PCR adimlar1 Sicaklik (°C) Siire Doéngii
[k denatiirasyon 95 300 sn. 1
Denatiire 95 15 sn. 40
Anneal *x 60 sn.
Erime egrisi 60 - 95 Continious 1
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Tablo 9. Kullanilan primer konsantrasyonu ve annealing sicakliklari

PRIMER | *Primer konsantrasyonu(uM) | **Annealing sicakhg °C
BIP 0.2 65
XBP1 0.05 60
CHOP 0.15 64
PERK 0.05 60
IREL 0.1 60
ATF6 0.05 60
ATF4 0.05 60
GAPDH 0.2 67

3.2.8. Veri analizi

Cr degerleri bir Ct tablosu olusturmak i¢in bir Excel dosyasina aktarildi. Ct
degerleri, referans genlerin Manuel Se¢imi Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH)
temel alinarak normalize edildi. Veri analizi delta delta Ct yontemini kullanarak delta
Ct'nin hesaplandigi katlanma degisimi hesaplandi, burada delta Ct ilgili gen ve ortalama
bir referans gen arasinda hesaplanir ve bunu delta-delta Ct hesaplamalar1 (delta CT
(deney) -delta CT (kontrol)) takip eder. Katlanma Degisimi daha sonra 2 * (-delta delta
CT) formiilii kullanilarak hesaplanir. Veri analizi dagilim grafigini, kiimegram ve ¢oklu
grup grafigini ¢izer. Aksi belirtilmedikge farklar p <0.05 oldugunda anlamli kabul edilir
(Yezdani et al 2016).

26



4. BULGULAR

4.1. MTT sonuclari

MTT sonuglari
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Sekil 10. MTT sonuglari (24. Saat, 48. Saat) grafigi

MTT sonuglari egrisi
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Sekil 11. MTT sonuglar egrisi
4.2. Gen ekspresyon sonuglari

Proliferatif dozda 24 saatte CHOP, XBPI ve IRE1 artarken, digerlerinin azaldig
goriildii. 48. Saatte ise BIP harig biitiin genlerin ekspresyonu arttr.

ICs0 dozunda ise 24. Saatte CHOP ve XBPI artarken, digerleri az miktarda azaldi.
48. Saate ise CHOP ve ATF4 artt1 digerleri azaldu.
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4.3. Ger¢ek zamanh-qPCR sonuglari
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Sekil 12a. ATF4 geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 12b. ATF4 geni melting curve (24 ve 48. saat)

ATF4 genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gore, 24. Saat i¢in TQ grubunda 0.6,
ICs0 grubunda 0.2 kat bir azalma, 48. Saat i¢in TQ grubunda 5 kat bir artig, ICso de ise
0.9 kat bir azalma gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 13a. ATF6 geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 13b. ATF6 geni melting curve (24 ve 48. saat)

ATFG6 genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gore, 24. Saat i¢cin TQ grubunda 0.6,
ICso grubunda 0.3 kat bir azalma, 48. Saat i¢in TQ grubunda 13 kat, ICso de ise 4.5 kat
bir artis gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 14a. BiP geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 14b. BIP geni melting curve (24 ve 48. saat)
BiP genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gére, 24. Saat icin TQ grubunda 0.5, ICso

grubunda 0.7 kat bir azalma, 48. Saat i¢in TQ grubunda degisim olmazken, ICso de ise
0,9 kat bir azalma gdsterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 15a. CHOP geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 15b. CHOP geni melting curve (24 ve 48. saat)
CHOP genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gore, 24. Saat i¢cin TQ grubunda 6.5

kat, ICso grubunda ise 4.5 kat bir artig, 48. Saat i¢in TQ grubunda 59 kat, ICso de ise 15
kat bir artig gosterdigi tespit edilmistir.
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IRE1
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Sekil 16a. IRE1 geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 16b. IRE1 genininThe melting curve plot of the target genes for 24 h and 48 h
IRE1 genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gore, 24. Saat i¢cin TQ grubunda 2 kat

bir artis, ICsg grubunda degisim olmazken, 48. Saat i¢in TQ grubunda 54 kat, ICso de ise

bir degisim olmadig1 tespit edilmistir.
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PERK
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Sekil 17a. PERK geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 17b. PERK geni melting curve (24 ve 48. saat)

PERK genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gore, 24. Saat i¢in TQ grubunda 0.6
kat, 1Cso grubunda ise 0.2 kat bir azalma, 48. Saat i¢in TQ grubunda 15 kat bir artis, ICso

de ise 0.5 kat bir azalma gdsterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 18a. XBP1 geninin doz ve zamana bagli ekspresyonu
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Sekil 18b. XBP1 geni melting curve (24 ve 48. saat)
XBP1 genin ekspresyon diizeyi; kontrol grubuna gore, 24. saat i¢in TQ grubunda 9 kat,

ICso grubunda ise 8 kat bir artig, 48. Saat igin TQ grubunda 1.5 kat artis, ICso de ise 0.7

kat bir azalma gosterdigi tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkisel ilaglar son yillarda biiyiik ilgi gérmekte ve kimyasal ilaglara alternatif ve
destek olarak, daha fazla kullanilmaktadir. Bu amagla en ¢ok arastirilan bitkilerin basinda
gelen Nigella sativa ve en 6nemli kimyasal bileseni olan TQ’un farmakolojik etkilerinin
arastirildigr pek ¢ok calisma yapilmistir. TQ igeren N. sativa, geleneksel olarak bitki
astim, hipertansiyon, diyabet, iltithaplanma, oksiiriik, bronsit, bas agrisi, egzama, ates, bas
donmesi ve mide-bagirsak rahatsizliklarinda kullanilmaktadir. Ozellikle TQ’un ¢ok
diisiik yan etkilere sahip oldugu ve ciddi toksisitenin olmadigi1 gz 6niine alinarak, TQ’un
klinik ¢aligmalarda yeni bir ilag aday1 olarak gelistirilmesi gerektigi hakkinda tavsiyeler
vardir (Darakhshan ve ark., 2015; Aminve Hosseinzadeh, 2016). Deneysel diyabetli
ratlarin karaciger ve bobrek dokularindaki TOS/TAS TQ uygulanmasindan etkilendigi,
karacigerde STZ uygulanan gruplarda TQ uygulanmasindan sonra artan oksidatif stres
indeksinin (OSI) kontrol grubuna yaklastig1 (Usta ve ark., 2018a), diyabetli grupta diisen
serum antioksidan vitamin diizeylerinin TQ uygulamasit ile anlamli diizeyde

etkilemedigine dair ¢alismalar vardir (Usta ve ark., 2018b).

TQ’un kanser dahil bir¢cok enflamatuar ve dejeneratif hastalikta sayisiz molekiiler
ve sinyal yollarmi degistirdigi gosterilmistir. TQ’un antikanser etkisinin altinda yatan
kesin molekiiler mekanizma, 6zellikle TQ un ER stress aracili apoptoz {lizerindeki etkisi
ile ilgili olarak, hala tam olarak anlagilmamistir. TQ un giiclii lipofiliklige ve simirh
biyoyararlanima sahip oldugu ve 151k ve 1s1 duyarlilig: sergiledigi bildirilmistir (Goyal ve
ark., 2017; Zhang ve ark., 2018).

Bir kanser hiicre hatti (human renal carcinoma cell 786-O-SI3) kullanilarak
yapilan ¢alismada, TQ’un hiicre canliligini 6nemli 6lciide azalttigi, hiicrelerinin koloni
olusumunu inhibe ettigi, apoptozu ve mitokondriyal membran potansiyel degisikligini
indiikledigi saptanmistir. TQ’un reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve siliperoksit iiretimini ve
apoptotik ve otofajik kaskadin aktivasyonunu tetiklemek suretiyle yararl etki gosterdigi

bildirilmistir (Liou ve ark., 2019).

Sunulan bu tez calismasinda, TQ’un hiicre canlilig1 iizerine etkisi, 24 ve 48.
saatlerde arastirtlmis ve yapilan MTT sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 10°da

sunulmustur. Bu tabloya gore, TQ’un hem 24 ve 48.saatlerdeki hem proliferatif dozu,
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hem de ICso dozlari tespit edilmistir. Iki farkli zamanda MTT yapilarak, yararl ve toksik
TQ dozlarinin hiicre canlilig1 {lizerine etkisinin, zamana bagli olarak degisimi ortaya

konulmaya calisilmustir.

Yanlis katlanmig proteinlerin birikimini 6nlemek i¢in gérev yapan ER stres ile
UPR proapoptotik yollar baslatilir. Bu yolakta gorev yapan; PERK, IRE1, ATF6
yollarinin etkinlestirilmesi ile ER stres aktif hale gelir (Cunard ve Sharma, 2015).
Taniguchi ve Yoshida (2015), ER stresinin ¢esitli bobrek hastaliklarinin baslangicinda rol
oynadigin1 bildirmis, ancak sorumlu patolojik mekanizmalar netlestirilmedigini

bildirmektedir.

Akut bobrek hasar1 (AKI), yiiksek mortalite ve morbidite ile iliskilendirilen,
bobrek fonksiyonunda hizli bir diisiisle birlikte bobrek hasari ile karakterize tibbi bir
durumdur. AKI'deki bobrek hiicrelerinin bozulmalarinda, katlanmamais protein tepkisine
(UPR) veya ER stresine yol agan endoplazmik retikulumda (ER) katlanmamis ve yanlig
katlanmis proteinlerin birikmesinin rolii olduguna dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Yan ve
ark., 2018). Bu verilere gore, ER stresinin indiiksiyonu hiicrede hem sitoprotektif
olabildigihem de apoptozu aktive ederek sitotoksik olabildigi soylenebilmektedir
(Cybulsky, 2017).

Nitekim sunulan bu tez c¢alismasinda, TQ’un bobrek epiteliyal hiicrelerinde,
proliferatif ve ICso dozunda 24 ve 48. saatlerde ER stresinde rol oynayan; ATF4, ATF6,
BiP, CHOP, IRE1, PERK, XBP1 genlerinin ekspresyonlar1 RT-qPCR ile arastirilmis ve
ER stres diizeyi ortaya konulmaya c¢aligilmistir. Buna gore 24 saatte hem proliferatif hem
de ICso dozunda CHOP ve XBPI gen ekpresyonlarinin 6nemli oranda arttigi tespit
edilmistir. Diger genlerin ise az miktarda ekspresyonlarinin azaldig1 goriilmiistiir. IRE1
ise sadece proliferatif dozda 2 kat ekspresyonu artmustir. 24. Saatte her iki dozda da ER
stres gen ekspresyonlarmmin doza bagimli olarak ¢ok fazla farklilik gostermedigi

belirlenmistir.

48. Saate ise, TQp dozunda biitiin genlerin up-regiile oldugu, hatta CHOP ve IRE1
dozunun 50 kattan fazla arttig1 goriilmiistlir. TQ1ic dozunda ise CHOP ve ATF6 6nemli
oranda artmis olmakla birlikte diger gen expresyonlarinin az miktarda ekspresyonlarinin

azaldig1 ortaya konulmustur.
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UPR'nin iki ana bileseni olan adaptif yol ve apoptotik yol arasindaki denge, ER
stresinde hiicre kaderini belirlemede kritik bir rol oynar. Uzamis ER stresi, apoptotik yolu
aktive ederek, islevsiz hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yol acar. Bu nedenle, bobrek
hiicrelerinde ER stresinin diizenlenmesi, AKl'de terapotik bir hedef saglayabilir (Yan ve
ark., 2018).

ER stresi, akut bobrek hasarinin erken bir olayidir ve kronik bobrek hastaliginin
gelisimini hizlandirabilmektedir. ER strese bagli bobrek hastaliklarinin patolojisinin
arastirildig1 ¢alisma sonuglarina gore, diyabetik nefropati, renal fibroz, inflamasyonun
neden oldugu bobrek hasari, iskemi-reperfiizyon, renal proteinlerin genetik mutasyonlart,
proteiniiri ve siklosporin A tedavisi gibi ¢esitli bobrek hastaliklarinda ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir. Baz1  kimyasal saperonlar bdbrek  hasar1  semptomlarini
hafifletmektedir.Bu da bobrek hiicrelerinin ER stresine bagli apoptozunun belirli bobrek
hastaliklarinin baslica nedenlerinden biri oldugunu gosterir (Taniguchi ve Yoshida, 2015;
Mo ve ark., 2019).

Aslinda, ER stres tepkisinin PERK-ATF4-CHOP yolu baz1 bobrek hastaliklarinda
proapoptotik olmasina ragmen, ER stres tepkisi bazi bobrek hastaliklarina karsi koruma
da saglamaktadir. Katlanmamis proteinlerin otofaji tarafindan atilmasi, bazi ER stresinin
neden oldugu bdbrek hastaliklart i¢in de koruyucudur. ER stresi, bazi bdbrek
hastaliklarinin baglica nedeni oldugundan, ER'de biriken katlanmamis proteinlerle
ilgilenen ER stres tepkisi ve otofaji, akut ve kronik bobrek hastaliklarinda umut verici

terapotik hedefler oldugu distiniilmektedir (Taniguchi ve Yoshida, 2015).

Bobrekte ER proteostaz, ER stresi ve katlanmamis protein yaniti (UPR) ve ayrica
ER stresinin neden oldugu otofaji mekanizmalarmin anlasiimasinda ilerleme
kaydedilmistir. Protein yanlis katlanmasi ve ER stresi, birincil glomeriilonefritler, genetik
mutasyonlarla iligkili glomeriilopatiler, diyabetik nefropati, akut bobrek hasari, kronik
bobrek hastaligi ve renal fibroz dahil olmak iizere cesitli bobrek hastaliklarinda
belirgindir. UPR, protein yanlis katlanmasini ve sonuclarini hafifletmek icin otofaji ile
koordineli bir sekilde etkilesime girebilir. ER saperonlarinin idrara atilmasinin izlenmesi,
potansiyel olarak renal ER stresinin bir biyobelirteci islevi gorebilir. Deney hayvanlari

kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, protein katlanmasini diizelten kimyasal saperonlar
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veya saperon indiikleyicilerle tedavinin boébrek hasarini hafiflettigi  gosterilmistir
(Cybulsky, 2017).

Kronik bobrek hastaligi (KBH), bobrek fonksiyonunda geri doniisii olmayan bir
azalma ve ¢esitli metabolik bozukluklarin indiiklenmesi ile karakterizedir. Hastaligin
etyolojisinde kronik hipoksik stres ve ER stres rol oynamaktadir. ER stresinin bobrekte,
ozellikle podosit yarik diyafram ve tubulointerstitiumda patogenezin bazi etkileri ile

iliskili oldugu bildirilmektedir (Maekawa ve Inagi, 2017).

Bobrek dokusu, yaslanma ile birlikte muhtemelen ER stresi gibi zorluklarla basa
cikma kabiliyeti azaldig i¢in akut hasara duyarli hale gelir. Yagli bobrekte asir1 oksidatif
stresin varlig1, yiikksek oksidasyon seviyeleri, ER strese bagli hiicre 6liimiini arttirir, IRE1
ve XBP-1 azalttig1 igin bir rol oynayabilir. Antioksidanlarla tedavi, IRE1 ve XBP-1

yanitlarini normallestirerek bobrek hasarina karsi koruycu olabilir (Liu ve ark., 2019).

Bobrek hastaliklarinda, bazi genetik mutasyonlar da ER stresini indiikleyerek
proteinin yanlis katlanmasi, protein trafiginin bozulmasi bobrek hastaliklarina neden
olarak degerlendirilmektedir (Park ve ark., 2019). Bu nedenle, bobrek hastaliklari igin bu
mekanizmaya dayali tedavilerin sinirlt olmasi, cesitli farmakolojik ajanlar kullanilarak
ER stresinin normallestirilmesi, bdbrek hastaliginin ilerlemesini 6nlemeye veya
durdurmaya yonelik, umut verici bir terapotik yaklasimi i¢in dnemli olabilir (Cybulsky,
2017). Bu stres sinyali agi, KBH'yi iyilestirmeyi amaglayan miidahaleler i¢in bir hedef
olabilir (Maekawa ve Inagi, 2017). ER stres inhibitoriinii taklit edebilen bilesikler, ER
stresinin neden oldugu apoptoz iizerinde diizenleyici etkiler saglayabilir (Mo ve ark.,

2019).

Koruyucu olarak kullanilan flavonoidin(morin), ER stresin ii¢ ana kolu arasinda
yer alan IRE1 yolunu segici olarak inhibe ettigi bulunmus ve ¢esitli ER stresiyle iliskili
bobrek hastaliklarinda iyi bir aday olabilecegi ileri siiriilmistiir (Mo ve ark., 2019). Dogal
bir  flavonoidin  (Paeonol) Pb  kaynakli toksisiteye karst  nefroprotektif
etkinligininarastirildigr c¢alismada, olumlu etkilerini bobreklerde ve birincil bobrek
mezanjiyal hiicrelerinde ER stresini baskiladigi ve buna bagli inflamasyonu inhibe etmek
igin potansiyel bir terapétik ajan olarak dnemli olabilecegi gosterilmistir (Liu ve ark.,

2018). HK-2 hiicrelerinde apigenin, CHOP, ATF4 ekspresyonunu azaltarak, indoksil
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stilfatin (IS) ile indiiklenen ER stresini tamamen inhibe ettigi ve koruyucu olarak dnemli

oldugu bildirilmistir (Jeon ve ark., 2015).

Dogal bir flavonoid olan Quercetin (QUER) ve dogal bir karotenoid olan Crocin
(CRO)nun insan kolon karsinomu (HCT116) ve embriyonik bdbrek hiicrelerinde
(HEK293) PAT kaynakli toksisite {izerindeki etkisinin degerlendirildigi ¢alismada, ER
stres aktivasyonunu Onleyerek yararli oldugu bulunmustur (Boussabbeh ve ark., 2016).
7,8-dihidroksiflavonun (7,8-DHF), ER stresinin bir eleman olan CHOP ekspresyonunu
azalttigina, boylece Akut bobrek hasar1 (AKI) tedavisi i¢in potansiyel koruyucu rolii
olabilecegine dair yeni bilgiler saglamaktadir (Ma ve ark.,2016).

Inflamasyon ve oksidatif stres, bobrek hasarinin ilerlemesinde, énemli rol oynar.
ER stres nedeniyle, nefrotoksisitede AT1R, ERKL/2-NFkB p65 sinyal yolunu
zayiflatarak etki gosterdigi ve dogal bir polifenol olan naringeninin gii¢lii antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri ile bu yolak {izerinden yararli etki gosterdigi bildirilmektedir

(Karuppagounder ve ark., 2015).

Oksidatif'stres ve ER stresi, cisplatin (CP) ile indiiklenen nefrotoksisitede yer alan
hasar mekanizmalarindan bazilaridir. Isoliquiritigenin (IsoLQ) flavonoidi ER stres
araciligi ile CP'nin neden oldugu toksisite iizerinde orta derecede koruyucu bir etkiye
sahip oldugu gosterimistir (Gomez-Sierra ve ark.,, 2020). CP ile indiiklenen
nefrotoksisitede bir flovonid (EGCG), p-ERK iizerinden ER strese bagli apoptozun
inhibisyonu yoluyla yararl etkileri gosterilmistir (Chen ve ark., 2015).

Podositler, diyabetik nefropati (DN) dahil olmak iizere bircok glomeriiler
hastaligin gelisiminde kritik bir rol oynar. Yesil ¢ayin baskin bir polifenolik bileseni olan
Epigallocatechin 3 gallate (EGCG) muamelesi, yiiksek glukozun neden oldugu GRP7S,
p PERK ve kaspaz 12 protein ekspresyonunu dnemli 6l¢iide zayiflattigi ve ER stresini
baskilayarak glikoz kaynakli podosit apoptozunda koruyucu bir rol oynadigint ve DN
stirecini iyilestirmek icin yeni bir terapotik strateji saglayabilecegini ileri siirlilmiistiir

(Xiang ve ark., 2017).

Bu verilere gore, basta flavonoidler olmak iizere bazi koruyucu maddelerin, ¢esitli

stres faktorlerinden kaynaklanan ER stresi azaltarak, 6zellikle bobrek {izerinde yararli
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etkileri olabilecegi, hatta bu koruyucularin terapétik potansiyellerinin ortaya
konulmasinda ER stres inhibisyonunun bir kriter olarak kabul edilebilecegi
anlasilmaktadir. Bununla birlikte, Ben Salem ve ark., (2015) bir non-seroid mikotoksin
olan zearalenoneun neden oldugu sitotoksik, genotoksik ve mutajenik etkilerin ortaya
¢ikmasinda ER stresinin Onemini arastirdiklart ¢alismada da Quercetin (QUER) ve
Crocin'in (CRO) gibi koruyucu maddelerin, XBP1, ATF4 ve CHOPun yukari
regiilasyonunu sagladiklar1 saptanmistir.ER stres tepkisinin aktivasyonu, apoptozun
mitokondriyal yolunun aktivasyonu ile iligkilidir. Bu apoptotik siire¢, ROS olusumunda
ve lipid peroksidasyonunda bir artig, mitokondriyal transmembran potansiyelinde
kaspazlar ile DNA hasarlarinin aktivasyonu ile karakterize edilebilecegi bildirilmektedir.
Bu transkripsiyon faktorleri ER stres ile artmaktadir (Tatar ve Tatar, 2019). Bu ¢alismada
da 6zellikle TQp dozunda zamana bagli olarak goriilen artiglarin, saglikli hiicre hattinda
ER stres tepkisini uyararak apoptozun mitokondriyal yolunun aktive edebildigi

distiniilmektedir.

Bobrek hastaliklarina iskemi/reperflizyon hasari, diyabet ve nefrotoksik ajanlar
gibi ¢esitli faktorler neden olabilir. Oksidatif stres ve inflamasyon, bobrek hastaliklarinin
patogenezinde ve ilerlemesinde rol oynar. Geleneksel olarak, cesitli iilkelerde bobrek
yetmezliginin tedavisi i¢in dogal antioksidanlar kullanilmaktadir. Bitkisel ilaglarin
onemli bir yan etkisi olmadig1 gibi bir goriis ile genellikle dogal antioksidanlar tercih
edilmektedir. TQ un bobrek bozukluklarina karsi koruyucu olarak kullanldig: ¢calismalar
vardir. Ozellikle inflamasyon ve oksidatif stresin neden oldugu g¢esitli bobrek
hastaliklarina karsi, hayvan ve in vitro modellerinde antiinflamatuar ve antioksidan

ozellikleri oldugu gosterilmistir (Shaterzadeh-Yazdi ve ark., 2018).

TQ’un bobrek koruyucu olarak kullanildigi ¢aligmalar yapilmigtir. Hosseinian ve
ark. (2019), bobrek fibrozu ve disfonksiyonunun tedavisi igin TQ uygulamasinin giiglii
bir terapdtik ajan olarak yararli oldugunu ve bu durumun serum iire ve protein atilim
hizinda 6nemli bir degisiklige neden olmamasi ile kanitlandigini bildirmektedirler.
Bobrekler ile atilan bazi maddelerin neden oldugu toksisiteye karsi, TQ’un antioksidan

ve anti-apoptotik etkileri ile koruyabilecegi bildirilmistir (Jalili ve ark., 2017).

Bobrek hastaliklarinin ilerlemesi i¢in agirlastirict bir faktor oldugu bildirilen

hiperiiriseminin, azaltilmasina yonelik yeni ajanlar arastirilmaktadir. Oxonic acid (OA)
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ile indiiklenen hiperiirisemi, hipertansiyon ve renal oksidatif stresin dnlenmesinde TQ
kullanimin renal oksidatif stresi azaltarak mitokondriyal anormallikler tizerinde koruyucu

etkiler gosterdigi bildirilmistir (Dera ve ark., 2019b).

TQ takviyesi, Pb'nin neden oldugu bobrek yan etkilerini 6nemli Olglide
iyilestirdigi, TQ’un Pb'ye bagli nefropatiye karsi biiyiikk olasilikla bir antioksidan
mekanizma yoluyla koruyucu bir etkisini gostermekterdigi saptanmigtir (Mabrouk,
2018). Arsenigin neden oldugu bobrek hasarina karsi antiapoptotik ve antioksidan
Ozellikleri ile TQ koruyucu olarak oksidatif stresi ve apoptotik hiicrelerin olusumunu
engelleyebil ve potansiyel olarak bir iyilestirici ajan olarak kullanilabilecegi

gosterilmistir (Sener ve ark., 2016).

Renal iskemi-reperflizyon hasarina (IRI) karsit TQ kullaniminin hemodinamik ve
tiibiiler renal fonksiyonel parametreler, bobrek hasari belirteglerinin, proinflamatuar ve
pro-fibrotik sitokinlerin ekspresyonunu iyilestirerek renoprotektif bir etki gosterdigi
rapor edilmistir (Hammad ve Lubbad, 2016). Amikasinin toksik etkilerine karst TQ
uygulanmasinin bdbregi koruyucu etkisi oldugu bulunmustur (Ozer ve ark., 2020). TQ,
Diklofenak kaynakli toksisiteye karsi giiclii bir nefroprotektif aktivite sergilemistir
(Hashem ve ark., 2020; Aslan ve ark., 2020Db).

TQ’unER stresle iliskili proteinler (GRP78, CHOP, kaspaz-12) iizerine etkisi
arastirtlmis ve mitokondriyal disfonksiyon ve ER stres yolu ile iligkili olarak antikanser
etkisi gosterdigi belirlenmistir. CHOP'un shRNA tarafindan yikilmasi, anti-apoptotik
proteinin ekspresyonunu artirarak, TQ’un pro-apoptotik etkisini kismen tersine
cevirebilir. TQ’un ER stresi ile mitokondriyal disfonksiyon arasindaki iliski, apoptozun

ilerlemesine dayandirilmistir (Zhang ve ark., 2018).

TQ, sigan karacigeride de I/R hasarma kars1 koruyucu oldugu, histolojik hasari,
iltihab1, oksidatif stresi, ER stresin onlenmesi iizerinden oldugu gosterilmistir. TQ,
GRP78, CHOP ve kaspaz-12 dahil olmak tizere ER stres parametrelerinin ifadesini
azaltmis ve buna paralel olarak, mitokondriyal islevi iyilestirerek apoptotik

parametrelerin ifadesini zayiflatmistir (Bouhlel ve ark., 2017).
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TQ’un koruyucu etkilerinin, antioksidan kapasitelerin artmasi ve ER stresinin ve
apoptozun azalmasina aracilik etmesinden kaynaklandigu diistiniilmektedir (Bouhlel ve
ark. 2018). TQ ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde TQ kaynakli seramid birikimi ve ER
stresi, apoptozu tetikleyerek kanser hiicresi oliimiinii destekledigi bulunmustur (Aslan ve

ark., 2020a).

TQ'un farkli kanser asamalarini inhibe etmede etkili oldugu, apoptozu
indiikleyerek, pro- ve anti-apoptotik genlerin seviyelerini diizenledigi, ERK1/2
aktivitelerini diistirdiigli boylece metastazi inhibe ettikleri bildirilmistir (Imran ve ark.,
2018). TQ’un bobrek kanseri hiicreleri tlizerinde de antikanser 6zellikleri oldugu, anti-

proliferatif etkiler gosterdigi saptanmistir (Dera ve Rajagopalan, 2019).

Antioksidan, antiinflamatuvar ve renal koruyucu etkileri ile bilinen timokinonun
kontrast nefropatideki etkilerini gdstermek amaciyla yapilan ¢alismada, diisiikk doz TQ
grubunda kontrast madde grubuna kiyasla anlamli olarak daha az histopatolojik hasar
gozlendigi, biyokimyasal olarak yiiksek doz TQ etkisiz kabul edilirken, histopatolojik
olarak toksik kanitlar tespit edildigi bildirilmektedir (Topaloglu ve ark., 2019).

TQ bagimli zararl etkilerin arastirildig: ¢alismalar da mevcuttur. Tavsan eklem
kondrositlerinde TQ’un doza bagimli bir sekilde ROS olusumunu indiikledigi, ayrica
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve prostaglandin E2 (PGE2) ekspresyonunu indiikleyerek
iltihaplanmaya da neden oldugu gésterilmistir. TQ, p38, fosforile hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz (p-ERK) ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ekspresyonunda doza baglh
bir artisa neden olmustur. TQ ile indiiklenen ROS iiretiminin, ERK yolu ile farklilagmaya
ve tavsan eklem kondrositlerinde PI3K ve p38 yolaklari araciligiyla iltihaplanmaya neden

oldugunu gostermektedir (Yu ve Kim, 2015).
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Sekil 19. TQ kaynakli ROS iiretimi (Yu ve Kim, 2015).

TQ, kanser hiicrelerinde de toksik etkiye sahip olduguna dair pek ¢ok aclisma
vardir. Bu etksini ROS artisi ile gergeklestirmektedir. TQ un normal ndronlar igin toksik
oldugunu gosterirken, mitokondride ROS kaynakli degisiklikler TQ un neden oldugu
noronal hasarin ve Olimiin ana nedenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir

(Stelmashook ve ark, 2020).

TQ’un, hiicre proliferasyonunda rol oynayan PI3K/AKT/mTOR yolaginda yer
alan kavsak genlerin ekspresyonu tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismada, TQ un belli
konsantrasyona kadar hiicre canliligimmi artirdigi, sonrasinda ise artan konsantrasyon
miktariyla birlikte sitotoksite olusturdugu tespit edilmis, bu yolaktaki genlerin
ekspresyon diizeylerinin arttigi, buna karsin mTOR ekspresyon diizeyinde azalma oldugu
belirlenmistir. Bu verilere dayanarak, TQ'un doza bagli olarak bobrek hasarina yol
acabilecegi diisiiniilmektedir (Yiiksek, 2021).

TQ'un LDso'si (6ldiiriicii doz), suda ¢oziinmeyen yapisi nedeniyle uygulama
yoluna ve kullanilan araca bagl olarak, tek basina TQ’un uzun siireli uygulanmasinin
karaciger toksisitesine neden oldugu ancak tolere edilebilir dozda organ fonksiyonunu
etkilemedigi de bildirilmistirltAhmad ve ark., 2019). TQ’un ratlar i¢in agiz yoluyla
uygulanmasinda LDsg oranlarinin 90-500 mg/kg arasinda degisen diizeylerde oldugu
anlasilmaktadir. Bu ¢alismada ise; 60 mg/kg TQ uygulandiktan sonra 6zellikle karaciger
ve bobrek fonksiyon parametrelerinin normalden farkli ¢ikmasi ile bu dozun

biyokimyasal giivenilirlik agisindan sorunlu oldugu goriildii (Kurt ve ark., 2014). TQ un
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ana kaynagi olan Nigella sativa, ozellikle antioksidan etkisi nedeniyle, nefrotoksik
ilaglarin kullanimindan 6nce verildiginde bobrek yetmezliginin gelisimini azalttig
gosterilmis olmakla birlikte, diyabetli bir bireyde N. sativa kullanimindan sonra akut

bobrek yetmezligi gelististigine dair bir vaka takdim edilmistir (Arslan ve ark., 2013).

N. sativa'nin hipoglisemik, hipolipidemik ve bronkodilator etkileri gibi bazi
etkileri yeterince arastirilmig ve klinik deneylerin veya ilag gelistirmelerinin bir sonraki
asamasina izin verecek kadar yeterince anlagilmistir. Bununla birlikte, diger etkilerinin
ve uygulamalarinin ¢ogu, daha fazla klinik ve hayvan c¢alismalar1 gerektirdigi ifade

edilmektedir (Tavakkoli ve ark., 2017).

Insan oral skuaméz hiicreli karsinom hiicresine kars1 potansiyel sitotoksisitesinin
incelendigi ¢alismada, tek basina TQ, UMSCC-14C (insan oral skuamdz hiicreli
karsinom) hiicrelerine karsi kuvvetli sitotoksisite; normal oral epitel hiicrelerine (OEC)

kars1 ise daha zayif 6ldiirme etkisine neden olmustur (Alaufi ve ark. 2017).

Sunulan bu tez calismasinda, TQ’un hiicre canliligi iizerine etkisi, 24 ve 48.
saatlerde arastirilmis ve yapilan MTT sonucunda elde edilen sonuglar sunulmustur. Buna
gore, TQ’un hem 24 ve 48.saatlerdeki hem proliferatif dozu, hem de ICsp dozlar tespit
edilmistir. ki farkli zamanda MTT yapilarak, yararli ve toksik TQ dozlarinin hiicre

canlilig1 lizerine etkisinin, zamana bagl olarak degisimi ortaya konulmaya calisilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, TQ’un bobrek epiteliyal hiicrelerinde, proliferatif ve 1Cso
dozunda 24 ve 48. saatlerde ER stresinde rol oynayan; ATF4, ATF6, BIP, CHOP, IRE1,
PERK, XBP1 genlerinin ekspresyonlar1 RT- qPCR ile arastirilmis ve ER stres diizeyi
ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Buna gore 24 saatte hem proliferatif hem de 1Cso dozunda
CHOP ve XBPI gen ekpresyonlarinin 6nemli oranda arttigi tespit edilmistir. Diger
genlerin ise az miktarda ekspresyonun azaldig1 goriilmistiir. IRE1 ise sadece proliferatif
dozda 2 kat ekspresyonunun arttig1 goriilmistiir. 24. Saatte her iki dozda da ER stres gen

ekspresyonlarinin doza bagimli olarak ¢ok fazla farklilik gostermedigi belirlenmistir.

48. Saate ise, TQp dozunda biitiin genlerin ekspresyonunun arttigi, hatta CHOP
ve IRE1 dozunun 50 kattan fazla arttig1 goriilmiistiir. TQic dozunda ise CHOP ve ATF6
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Oonemli oranda artmig olmakla birlikte diger gen expresyonlarinin az miktarda

ekspresyonunun azaldigi ortaya konulmustur.

Katlanmamis protein tepkisi (UPR) yolu, katlanmamis proteinleri algilar ve bir
kompleks i¢indeki ATF4, ATF6 ve XBP1 transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi yoluyla

proteostazi ve hiicre kaderini diizenlemektedir (Yang ve ark., 2020).

Bobrek dokusunda CHOP artisinin bobrek hasarina karsi inflamatuar yaniti inhibe
ettigi ve buna kars1 koruma sagladigi bildirilmistir. ATF4 ve CHOP, protein sentezinde
ve UPR'de yer alan genleri dogrudan indiikler, ancak ATF4 ve CHOP'un protein sentezini
artirdig1 kosullar ATP tiilkenmesi, oksidatif stres ve hiicre 6liimiine neden olabilir. ER
stres indiiksiyonunun sitoprotektif oldugu ve proteostaz promotorlarinin/bozucularinin
hastalik sonuglarimi iyilestirmek i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (Bujisic ve ark.,
2017; Almanza ve ark, 2019).

ER stres faktorleri, katlanmasi beklendigi gibi olmayan proteinlerin ER‘da
birikme veya yanlis katlanmis protein yiikiiniin artmasina neden olur. Boylece ER stres
yanit1 tetiklenir, proteine donlisemez ve sonugta hiicre 6liime gider. Bu ¢alismada ER
stresine bagli olarak aktive olan genlerin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir ve bu
sonuglara dayanarak, TQ uygulanmasina bagli olarak normal sartlarda, normal bobrek
hiicrelerinde, ER stresinin meydana geldigi gosterilmistir. Ozellikle TQp dozunda ER
stres faktorleri 24. saatte baslayan aktivasyonun, 48. Saatte {ist diizeye ¢ikmaktadir.
Genellilkle koruyucu ve terapdotik 6zellikleri igin kullanilan TQ’un, proliferatif dozda bile
ER stres faktorlerini aktive ettigi tespit edilmistir. ICso dozunda uygulanan TQ, ER stres
gen ekspresyonu lizerinde aktive edici etkisinin proliferatif doza gore, daha sinirl oldugu,

48. saatte de bu durumun devam ettigi saptanmistir.

TQp dozunda yani hiicreyi proliferasyona gotiiriirken genlerin artmis oldugu
goriilmektedir. TQic dozunda ise hiicreyi dldiiriirken yalnizca ATF6 ve CHOP genlerinin
artmis oldugu belirlendi. Ancak bu genler her iki durumda da artmis olmasi géz oniine
alinarak, aslinda bu genlerin TQ dozuna bagli olarak azalmis oldugunu, proliferatif dozda
ilk 48 saat iginde hizli bir yanit seklinde yiiksledigi ancak yiiksek dozda azaldigi
goriilmektedir. Burada XBP1 geninin de her iki doz igin de ilk asamada yliksek olmakla
birlikte 48. saatte azaldigi, bu haliyle diger ER stres genlerinden farkli davrandig: tespit
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edilmistir. ER stresinde yer alan genlerin, TQ doz ve zamana gore farkli sekilde aktive

oldugu veya azaldig1 dikkati cekmektedir.

Sonug olarak, ER stresinin indiiksiyonunun bobrek hiicrelerinde hem
sitoprotektif, hem de apoptozu aktive ederek sitotoksik olabildigine (Cybulsky, 2017) ER
stres tepkisinin bazi bobrek hastaliklarina karsi koruma saglayabildigine (Taniguchi ve
Yoshida, 2015) dair bilgilere dayanarak, TQ’un saglikli bobrek hiicreleri lizerinde faydasi
kadar zararl1 da olabilecegi kanaatine varilmistir. Tamamen yararl olacagi beklentisi ile
kullanilan TQ’un zaman ve dozlara bagli olarak, bobrek {izerinde ER stresinin de katildigi
degisen etkileri olabilecegi, bu etkinin mekanizmasinin altindaki molekiiler temelinin
ortaya konulmasi amaciyla, yeni ve destekleyici parametreler ile ilave doz ve siireleri de

kapsayan daha ileri ¢alismalarin yapilmaya deger oldugu diistiniilmektedir.
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