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Seramid metabolizmasi ile iligkili CERS5 (LASS5) geninin endotel
hicrelerinde ateroskleroz patogenezindeki roliniin arastiriimasi

Investigating the role of ceramide metabolism-associated CERS5 (LASS5)
gene in atherosclerosis pathogenesis in endothelial cells
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OZET

Amac: Spingoliplerin yapisini olusturan seramid ikincil haber-
ci olarak ateroskleroz patogenezinde énemli rol oynamakta-
dir. AMPK geninin, duzenledidi genler Uzerinden ateroskle-
roz ve hipertansiyon gibi hastaliklarda koruyucu rol oynadigi
gosterilmistir. De novo seramid sentezinde rol alan LASS5
(CERS5) geninin, AMPK genini dolayli olarak etkiledigi de
belirlenmistir. Bu g¢alismanin amaci, aterosklerozda LASS5
geninin rolinu belirlemektir.

Yéntemler: HUVEC’de (human umbilical vein endothelial
cells) LASS5 genine 6zgu siRNA araciligi ile gen sessizlesti-
rilmesi yapildi. Gen sessizlestiriimesinin ardindan kardiyovas-
kuler hastaliklarla iligkili olan LASS5, AMPK-Alfa ve AMPK-
Alfa hedef genlerinin hiicresel gen ekspresyon seviyelerindeki
degisimler arastirildi. LASS5 geninin baskilanmasi sonucun-
daki ekspresyon degisikliginin AMPK aktivitesindeki degisime
bagl olup olmadigini anlamak icin, HUVEC kdltur ortamina
AMPK aktivatori eklendi.

Bulgular: LASS5 geninin yeni bir fizyolojik fonksiyonu belir-
lendi. LASS5 geninin susturulmasi, HUVEC hicre hattinda
AMPK metabolizmasi ile iligkili genlerin mRNA ekspresyonunu
degistirdi.

Sonucg: Bu ¢alisma ile ilk defa LASS5 geninin ateroskleroz
ile iliskili olan AMPK-alfa geninin negatif dizenlemesinde yer
alabilecegi gdsterilmistir. Bu bulgular, aterosklerozun moleku-
ler mekanizmasinin anlagilmasinda bir adim niteligi tagimakta
olup ayrica aterosklerozun tedavisinde kullanilabilecek mad-
delerin gelistiriimesi icin 6n ¢alisma olarak énem tagimaktadir.

fingomiyelin yolu cAMP ve fosfoinositid yol-
lar1 gibi evrimsel olarak korunmus, yaygin bir
sinyal ileti yoludur. Bu yolda ikincil haberci olarak
caligsan seramid, ya sfingomiyelinaz etkisi ile sfingo-

ABSTRACT

Objective: Ceramide, the backbone of sphingolipids, is the
key component affecting atherosclerotic changes through
its important second-messenger role. Previous studies have
demonstrated protective role of AMP-activated protein kinase
(AMPK) genes in regulating atherosclerosis and hyperten-
sion. Ceramide synthase 5 (LASS5 or CERS5) gene has
function in de novo synthesis of ceramide, and has indirect
effect on AMPK gene. Aim of the present study was to identify
role of LASS5 gene in atherosclerosis.

Methods: LASS5 gene-specific small interfering RNA
(siRNA)-mediated gene silencing was performed in human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and differential ex-
pression of LASS5, AMPK-alpha and AMPK-alpha target
genes were analyzed. HUVEC cells were then treated with
AMPK activator in order to examine relationship of change in
gene expression levels to AMPK activity.

Results: Novel physiological function of LASS5 was identi-
fied. Downregulation of LASS5 was found to attenuate ce-
ramide production and increase expression of some AMPK
target genes in HUVEC.

Conclusion: This is the first study to demonstrate that LASS5
was involved in negative regulation of atherosclerosis-related
genes, such as AMPK-alpha. These preliminary findings pro-
vide insight into molecular mechanism of atherosclerosis and
are important for development of potential therapeutic agents
in the treatment of atherosclerosis.

miyelinlerden uretililir, ya da seramid sentaz enzimi
tarafindan de novo olarak sentezlenir.['! Seramid ara-
cili sinyal yolunun, iskemi, insiilin direnci, diyabet,
aterogenez, septik sok ve over yetersizligi gibi has-
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taliklarda onemli bir role sahip oldugu biyokimyasal
ve klinik aragtirmalarla gosterilmistir.”” Obeziteye ve
besin fazlaligina bagl olarak artan serbest yag asidi,
TNF-alfa ve glukokortikoid duzeylerinin, hiicre igi
lipit metabolitlerini yukselttigi ve bunun sonucunda
instilin direncine yol a¢tig1 bilinmektedir.*! Seramidin
ise, TNF-alfa gibi enflamatuvar sitokinlere ve doymus
yag asitleri gibi besinsel uyaranlara bagl gelisen in-
sulin direncinde onemli bir rol oynadig1 gosterilmig-
tir.>+-¢ Kalsiyumdan bagimsiz olarak, damar endotel
huicrelerinde eNOS aktivitesini uyardigi gosterilen se-
ramidin, hipertansiyon ve ateroskleroz icin de donemli
bir lipit oldugu anlasilmaktadir.”

Hucrede biriken seramidin bir¢ok huicre tipi (6rne-
gin pankreas beta hiicreleri ve kardiyomiyositler) icin
toksik oldugu, bu nedenle diyabet, hipertansiyon, kalp
yetersizligi ve ateroskleroz gibi hastaliklarin patoge-
nezinde onemli bir rol oynadig1 dusunulmektedir.**
Seramidin apoptoz stirecindeki Onemini, yiksek LDL
kolesterol duzeyi ile iligkisini, ateroskleroz, iskemi,
hipertansiyon ve koroner kalp hastaligindaki olasi et-
kilerini gosteren birgok biyokimyasal ¢aligma®!” ya-
pilmistir. Seramid metabolizmasi bircok biyokimya-
sal aragtirmaya konu olmasina ragmen genetik olarak
hentiz arastirllmamistir. De novo seramid sentezinden
sorumlu oldugu bilinen “LAG]1 longevity assuran-
ce homolog 5 - LAG1 homologu, seramid sentaz 5”
(LASS5) geni, kardiyovaskiiler hastaliklarin altinda
yatan molekiler mekanizmanin anlasilmasinda uygun
bir aday gen olarak dusiinilmektedir.

Lag (Longevity assurance gene-uzun yasam sagla-
yangen)ailesininityesiolan LASS537,5kbuzunlugun-
da 10 ekzonlu, 12q13.13 yerlesimli bir gendir. Endop-
lazmik retikulum ve niikleer membran lokalizasyonlu,
Hox DNA baglanma bolgesini iceren transmembran
yerlesimli bir proteini kodlamaktadir. LASSS geninin
kardiyovaskiler hastaliklardaki rolu bilinmemektedir.
Yapilan bir ¢aligmada LASSS geninin, kardiyovas-
kuler risk faktorleri ile iligkisi daha dnceden bilinen
bir gen olan AMP’ye duyarli Protein Kinaz (AMPK)
ile dolayli olarak iligkili oldugu gosterilmistir.""! Bu
calismada AMPK inhibitori Compound C’nin (Dor-
somorhine: 6-[4-(2-Piperidin-1-ylethoxy)phenyl]-3-
pyridin-4-ylpyrazolo[1,5-a]pyrimidine, AMPK Inhi-
bitor) seramid sentezinin artmasina neden oldugu, bu
artist da LASS5 geni uizerinden yaptigi gosterilmistir.
1 Bununla birlikte yapilan yeni ¢aligmalarda, fare-
lerde LASSS5 geninin ‘knock-out’ (eksiltildigi) edil-
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LASSS5 geninin de novo seramid sentezinde rol al-
mast ve daha onceki calismalarda olusturulan kalbe
ozgu ‘Subtractive’ hibridizasyon cDNA kiutiipanesin-
den elde edilen klonlardan biri olmast, kalp hastalik-
larinda bu genin onemli bir aday gen oldugunu on-
gordurmektedir."¥ Ateroskleroz gelisiminde, kilit rol
oynayan hiicrelerin basinda endotel huicreleri gelmek-
tedir. Bu nedenle ¢aligmanin, endotel huicreleri uize-
rinde gerceklestirilmesi planlanmistir. Bu caligmada,
oncelikle endotel huicre kulturuinde ‘small interfering
RNA’ (siRNA) ile LASS5 geninin baskilanmasi du-
rumunda kardiyovaskiler hastaliklarla iligkili olan ve
seramid sentezi ile baskilandig1 belirlenen AMPK nin
aktivatoru AICAR (5-Aminoimidazole-4-
carboxamide  1-00-D-ribofuranoside,  Acadesine,
N1-(O-D-Ribofuranosyl)-5-aminoimidazole-4-
carboxamide) varliginda AMPK-Alfal geninin eks-
presyonunun etkilenip etkilenmedigi arastirilmisgtir.
Ek olarak, LASS5 geninin baskilanmasi durumunda
AMPK’nin ateroskleroz ile iligkili hedef genlerinin
ekspresyon degisimleri incelenmistir.

Bu calisma ile LASS5 geninin AMPK uzerinden
ateroskleroz ve hipertansiyon gibi hastaliklardaki ro-
luntin hitcre kulturinde aragtirilmas: amaclandi.

YONTEMLER

Endotel hiicre dizisi eldesi

Bu calismada, HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) (ATCC No. CRL-1730) hiuicre di-
zileri kullanildi. Bu hiuicre soylarinin genel 6zellikleri
agsagida verilmektedir.
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HUVEC hiucre dizisi insanda normal umbilikal
venden izole edilmigtir. Isik mikroskobu ile incelen-
diginde, petri yuzeyine yapiskan halde gorinmekte-
dir. Hucrelerin iki katina ¢ikma zamani yaklagik 24
saattir. Bu hiicre soylar1 hiicre adezyon molekiilleri-
nin ekspresyonunda sitokinlerin uyarilmasina yanit
olusturmalar1 ve ozellikle aterosklerozda etkileri ne-
deniyle, LASS5 ve AMPK genlerini incelemek ic¢in
calismada kullanilmstir.

Endotel hiicre kiiltiiri

Endotel (HUVEC) hiicrelerin ¢ozulme islemi
37°C’de su banyosunda yaklagik 5 dk sire ile bekle-
tildikten sonra, ¢oziilen huicrelerin 5 mL kultur ortami
iceren santrifilj tipli icerisine alinarak 125g’de 5-7 dk
santrifiij yapilmasi ile tamamlandi. Elde edilen hiicre-
ler %10 fetal bovine serum (FBS, Sigma, ABD) ice-
ren RPMI (Lonza, ABD) kultur ortami ile dengelene-
rek 1.3x10° canli hiicre/mL olacak sekilde 60x20’lik
kultar petrilerine ekim yapildi. Endotel hiicrelerinin
kultur toplam 5 mL kultur ortami igerisinde yapildi.
Flasklara ekimi yapilan hucreler, 37°C’de %5 CO, ba-
sincinda inkuibasyona birakilarak bir gece bekletildi.
Hucreler her giin 151k mikroskobu altinda huicre yo-
gunlugu, hitcre morfolojileri ve olas1 bir enfeksiyon
acisindan kontrol edildi. Kultur ortami iki giinde bir
degistirildi. Huicre yogunlugu %80’e ulastiginda pa-
sajlama iglemi yapildi. Hucrelerin sayimi ve canlilik
oraninin belirlenmesi i¢cin Vi-Cell cihazi kullanildi
(Vi-CELL™ XR cell counter (Beckman Coulter Life
Sciences)). Hiicre yogunluguna gore pasajlama 1:2
ya da 1:3 seklinde yapildi. 60x20’lik petriler 1:3 ora-
ninda pasajlanacagi zaman 100x20’lik petrilere ekim
yapildi. Bu islem petri icerigindeki kultur ortaminin
(Tripsin uygulamasindan sonra) tamaminin konik
bir santrifuj tupu icerisine alinarak suispanse haldeki
endotel huicrelerinin santrifiij islemi ile pellet haline
getirilmesi ve taze kultur ortamu ile sispanse edilerek
yeni petrilere ekilmesi seklinde yapildu.

Endotel hiicrelerinde LASSS geni icin uygun
siRNA konsantrasyonunun belirlenmesi

LASSS geninin sessizlestirilmesi amaci ile endo-
tel kulturune, ticari olarak elde edilen siRNA trans-
feksiyonu yapildi. Bu deneyler icin ticari olarak elde
edilen siRNA kitleri kullanild1 (Ambion, California).
Hedef ve kontrol siRNA dizileri: hLASS5, AAA-
CCCTGTGCACTCTGTATT; ve non-targeting kont-
rol, AATTCTCCGAACGTG-TCACGT. Deneyde

siRNA transfeksiyonu, yine ticari olarak temin edilen
ve lipit aracilikli transfeksiyon esasina dayanan yon-
tem ile gerceklestirildi (Lipofectamine 2000, Invitro-
gen, California). Huicre canliligini azaltmadan en yiik-
sek gen sessizlestirilmesini saglayan siRNA miktar1
(%80’in uzerinde) belirlendikten sonra asil deneye
baglanildi. Bu amagla etkin LASSS5 siRNA miktarinin
belirlenmesi i¢in 5 nM-70 nM konsantrasyon araligi
ile denemeler yapildiktan sonra daha fazla susturul-
manin 70 nM’de olduguna karar verilerek asil deney
bu konsantrasyonda yapildi. Deneylerde pozitif kont-
rol olarak GAPDH genine yonelik siRNA, negatif
kontrol olarak bilinen herhangi bir geni sessizlestir-
meyen siRNA kontrolu kullanildi (Ambion, Califor-
nia). Deneyler 24-kuyulu petrilerde gerceklestirildi ve
deney i¢i kontrol amact ile her siRNA i¢in ti¢ kuyucuk
kullanildi. AICAR (Sigma, ABD) konsantrasyonu li-
teratir bilgisine dayanilarak cesitli konsantrasyon
denemeleri sonucunda uygun konsantrasyon secildi.
Deney 24 ve 48 saat sonra sonlandirilarak petri ytuize-
yinden kazinan hucreler sivi azotta sok dondurulma
islemiyle RNA izolasyonu yapilana kadar -80°C’de
saklandi.

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Pellet halinde dondurularak saklanmis olan en-
dotel hiicre orneklerinden RNA izolasyonu yapildi.
RNA izolasyonu i¢in ara yogunlukta RNA iceren or-
neklerden kaliteli izolasyon imkanini saglayan ve te-
min edilen mini-kitler kullanildi (Roche, High Pure
RNA Isolation Kiti, California). Elde edilen RNA or-
neklerinin kalitesini belirlemek icin Nanodrop (Roc-
he 2000, ABD) cihazi ile spektrofotometrik ol¢iim
yapildi. Endotel huicresi orneklerinden elde edilen to-
tal RNA’lardan cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA
sentezi gerceklestirildi (Roche, Tanscriptor First
Strand cDNA Sentez Kiti, California).

Secilen genler icin primer tasarlanmasi

Calisma i¢i kontrol amaci ile kullanilacak olan
GADH kontrol gen ve ek olarak ekspresyon seviye-
leri aragtirilacak olan LASSS ve AMPK-Alfa genleri
icin primerler tasarlandi. Manuel olarak gerceklesti-
rilen bu islemde hairpin loop, primerler i¢in homo-
dimer ve iki primer arasindaki hetero-dimerlerin aras-
tirilmas1 amact ile NCBI Nucleotide (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) ve UNIGENE (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene/) bilgi bankalar1 ve
Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Oligo-
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analyzer 3.1 (IDT Technologies, http://www.idtdna.
com) ve GeneWalker (Cybergene AB, http://www.
cybergene.se/primerdesign/genewalker/genewal-
ker11.html) programlarindan yararlanildi. mRNA’nin
kodlayan bolge dizisi (CDS) i¢erisinden ve muimkiin
oldugu durumlarda ekson-ekson sinir dizilerini de
icerecek sekilde yapilan primer tasarlamasinda, pri-
merlerin 18-22 bp uzunlugunda olmasia, GC ora-
ninin %40-60 olmasina ve 3’ ucunda GC oranina
dikkat edildi. Ayrica, dizi ¢zelliginden kaynaklanan
nedenlerden dolay1, primer dimer ve hairpin ilmegi
icerecek sekilde tasarlama yapilmak zorunda kalindi-
ginda delta G seviyesinin yuksek olmamasina dikkat
edildi. Primer dizileri: LASS5 ‘Forward’: 5’-tggga-
actctgatcatgtgtcta-3’, ‘Reverse’: 5’-agccgctgatactt-
ggcata-3’. AMPK-Alfal ‘Forward’: 5’-gaatggaaggc-
tggatgaaa-3’, ‘Reverse’:5’-ttctggtgcagcatagttgg-3°.
GAPDH ‘Forward’: 5’-tcaccatcttccaggagcgaga-3’,
‘Reverse’:  5’-tgcaggaggcattgctgatga-3°.  eNOS
‘Forward’: 5’-tggtacatgagcactgagatcg-3’, ‘Re-
verse’: 5’-ccacgttgatttccactgetg-3’.  KLF2  ‘For-
ward’: 5’-agacctacaccaagagttcgcatc-3’, ‘Reverse’:
5’-catgtgccgtttcatgtgcage-3°.

LASSS ve AMPK hedef genleri icin qRT-PCR

Sentezi yapilan cDNA drnekleri ve tasarlanan gene
ozgu primerler kullanilarak RT-PCR yapildi. Ardindan
gRT-PCR analizleri i¢in en uygun kosullar belirlendi.
Calisilan konsantrasyonlardaki siRNA ile baskilanma-
y1 tespit etmek, LASS5 ve AMPK hedef genlerinin ne
derece etkilendigini saptamak icin LASS5, GAPDH,
eNOS, KLF2 ve AMPK-Alfal’e 6zgu primerleri ile
SyberGreen (Roche, California) eg-zamanlh kantitatif
PCR teknigi kullanilarak gen ekspresyonu analizle-
ri yapildi. Kiyaslama sonucundaki degisim, GAPDH
(endojen kontrol) transkript seviyelerine gore norma-
lize edildikten sonra hesaplandi.

BULGULAR

Yapilan siRNA konsantrasyon caligmalari ile elde
ettigimiz bulgular sonucunda, 5 nM, 50 nM ve 70 nM
konsantrasyonlarinda ekspresyon analizlerinin sonu-
cu GAPDH kontrol geni %95 baskilanirken LASSS5
geninin yaklasik %70 baskilandigini gozlemlendi.
Her kosul iki kez calisildi ve 24 ile 48 saatlerinde
arastirildr (Sekil 1-3). Bu sonuclardan yola cikarak
siRNA konsantrasyon araligin1 genisleterek yapilan
kultar deneyleri ve takibinde yapilan ekspresyon ana-
lizleri sonucunda asil deney i¢in 70 nM’luk konsant-

rasyonun kullanilmasina karar verildi (Sekil 1 ve 2).
70 nM konsantrasyon degerinin sec¢ilme nedeni, de-
nenmis olan diger konsantrasyonlar ile baskilama ora-
n1 karsilagtirildiginda, 48. saatte en ¢ok 70 nM kon-
santrasyonda baskilanmanin olmasidir. Ayrica Sekil
3’de gosterildigi gibi bu konsantrasyonda hiicre sayi-
sinin ve hiicre canliliginin ¢cok degismedigi gozlendi.
LASSS ve kontrol gen siRNA caligsmasi icin 70 nM
konsantrasyon ile asil deneye baglanilarak 24. ve 48.
inkiibasyon saatlerinde susturulma ¢alismasi yapildi.
Bunun sonucunda AMPK aktivatori i¢in de ayri ko-
sullar olusturularak, AMPK-Alfal geninin ekspresyo-
nundaki etkilenme oranlarina bakildi. LASSS5 geninin
susturulmasi ile seramid uretiminin azalmasi eNOS
ve KLF2 gen ekspresyon duzeyinde artisa neden ol-
mustur (Sekil 4 ve 5).
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Sekil 1. LASS5 (CERSS5) ve GAPDH kontrol genlerinin siR-
NA’larinin 5 nM-70 nM konsantrasyon araliginda, 3 pl Lipo-
fectamine 2000 (Mock 3 ) ile transfeksiyon sonrasinda 24.
saatte uygun ekspresyon primerleri kulanilarak Real Time
PCR’de baskilanma oranlarinin gdsterimi.

LASS5(CERS5)/GAPDH Relatif
mRNA Ekspresyonu
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Sekil 2. LASS5 (CERS5) ve GAPDH kontrol genlerinin siR-
NA’larinin 5 nM-70 nM konsantrasyon araliginda, 3 pl Lipo-
fectamine 2000 (Mock 3 ul) ile transfeksiyon sonrasinda 48.
saatte uygun ekspresyon primerleri kulanilarak Real Time
PCR’da baskilanma oranlarinin gésterimi.
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Sekil 3. LASS5 (CERS5) siRNA'sinin 5 nM-70 nM konsantrasyon araliginda hiicre canliligi ve hlcre sayisi Uzerine 24 ve 48.
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Sekil 4. LASS5 (CERS5) geninin baskilandii kosulda
eNOS geninin ekspresyon degerlerinin negatif hicre ile ki-

yaslanmasi.

Negatif Hucre
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CERS5-siRNA Non-Targeting
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Sekil 5. LASS5 (CERSS5) geninin baskilandigi kosulda
KLF2 geninin ekspresyon degerlerinin negatif hicre ile ki-

yaslanmasi.

Negatif Huicre

AMPK aktivitorii ile hiicrelerin uyarilmasi

Ilk asamada AICAR’1n uygun konsantrasyonlari-
nin belirlenmesi i¢in literatirdeki ¢aligmalar ayrmtili
olarak incelendikten sonra AICAR icin HUVEC hiic-
re hattinda en uygun konsantrasyonun 1 mM oldugu
belirlendi. Bu aktivator i¢in hiicre kulturiindeki son-

AMPK-Alfa/GAPDH Relatif
mRNA Ekspresyonu
o . N ©
o = 0NN Wb
1 1 1 1 1 1 1

CERS5-siRNA CERS5-siRNA+

aktivator
Sekil 6. LASS5 (CERSS5) geninin baskilandigi kosulda
AMPK aktivitéra (AICAR) varliginda ve yoklugunda AMPK-
Alfa1 geninin ekspresyon degerlerinin kiyaslanmasi.

Negatif Hicre

raki caligmalart icin 1 mM konsantrasyon ile devam
edildi.

LASSS5 geninin susturulmasi sonucunda AMPK-
Alfa aktivitoru varlhiginda AMPK-Alfal geninin eks-
presyon degisimi incelendiginde hipotezimizi dog-
rulayan bulgular elde edilmistir (Sekil 6). LASSS5
geninin sessizlestirildigi kosulda AMPK-Alfal eks-
presyonun negatif hiicre ile kiyaslandiginda ¢ok fazla
degismedigi goruldu. Diger taraftan, LASSS geninin
sessizlestirildigi kosula AMPK aktivatoru (AICAR)
eklendiginde ise AMPK-Alfa ekspresyonunun ii¢ kat-
tan fazla artis yaptig1 gozlendi.

TARTISMA

Ateroskleroz, kardiyovaskiller hastaliklarin altin-
da yatan temel bir faktordur.">"'7 Ateroskleroz, arter
intimasinda kolesterol birikiminin neden oldugu ate-
rosklerotik plak olugumu ile sonuclanan enflamatuvar
bir hastalik olarak nitelendirilmektedir.!"**'" Aterosk-
lerozun patogenezinde dnemli oldugu klinik ve biyo-
kimyasal calismalarda gosterilmis olan seramid me-
tabolizmasinin da genetik duzeyde incelenmesi bnem
tagimaktadir. Hucrede biriken seramidin bir¢ok huicre



Seramid metabolizmasi ve LASS5 geni

123

tipi (pankres beta hiicreleri ve kardiyomiyositler) icin
toksik oldugu, bu nedenle de diyabet, hipertansiyon,
kalp yetersizligi ve ateroskleroz gibi hastaliklarin pa-
togenezinde Oonemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
(2223 Bununla birlikte, aterosklerotik plak igeriginde
seramid oraninin yuksek oldugu da bilinmektedir.**
Sfingolipidler ve metabolik urtinleri (seramid) hiicre
membraninin yapisina katilan ve hiicre fonksiyonlari-
nin diizenlenmesinde gorev alan donemli bilesenlerdir.
Cesitli metabolik yollarda rol alarak calisan seramid,
ya sfingomiyelinaz etkisi ile sfingomiyelinlerden
uretililir, ya da seramid sentaz enzimi tarafindan de
novo olarak sentezi yapilmaktadir.”>! De novo sera-
mid sentezinden sorumlu oldugu bilinen LASSS5 geni,
kardiyovaskuler hastaliklarin altinda yatan molekuler
mekanizmanin anlagilmasinda uygun bir aday gen
olarak gorulmektedir. LASS5 geninin kardiyovaski-
ler hastaliklardaki roli hentiz bilinmemektedir. Yakin
zamanda yapilan bir calismada LASSS5 geninin, kar-
diyovaskuler risk faktorleri ile iligkisi daha dnceden
bilinen bir gen olan AMPK ile dolayli olarak iligkili
oldugu gosterilmigtir."'! AMPK, en onemli hucre igi
sinyal ileti yollarindan gorev alan proteinlerden bi-
ridir. Hucrede ATP duzeyi azalip, AMP duzeyi artti-
ginda aktiflesmekte ve genel olarak anabolik yollar
baskilayip ATP uretimini uyarmaktadir.”*’ AMPK
inhibitoru ile ilgili yapilan bir ¢aligma, compound C
bilesiginin AMPK’yi nasil baskiladigi incelenmistir.
11 Bu ¢aligmada compound C, seramid sentezini ar-
tirarak AMPK’yi baskiladig1 ve seramid sentezindeki
artisgtan da LASSS5 geninin sorumlu oldugu belirlen-
migtir.'! Bizim sonuglarimiz da bu ¢alismay1 destek-
lemektedir. LASSS geninin sessizlestirildigi kosulda
AMPK hedef genlerinden olan eNOS ve KLF2 eks-
presyonunun negatif hiicre ile kiyaslandiginda artis
oldugu godzlemlenmistir. siRNA kosulunda AMPK
aktivatoru eklendiginde ise, AMPK-Alfal ekspresyo-
nunun U¢ kattan fazla artisa neden oldugu gozlendi.

AMPK proteini ile ilgili yapilan caligmalarda,
resveratrolun eNOS aktivitesini uyarma 0zelliginin
AMPK’ye bagli oldugu gosterilmistir.”’?*! Diger bir
caligmada kan akiminin endotel hiicrelerindeki KLF2
ekspresyonunu uyarmasinin AMPK uzerinden oldugu
gosterilmistir.** Tum bu ¢aligmalarin sonucuna gore
AMPK ’nin kardiyovaskiller hastalik riski ile ilgili et-
kilerinde, LASSS5 duzeyi ve aktivitesinin onemli bir
etken olabilecegi dusiniilmektedir. Caligma sonucla-
rimiza gore seramid sentezinden sorumlu olan LASS5
geninin AMPK tizerinden aterosklerozda ve hipertan-

siyonda ¢ok onemli etkileri olan eNOS ile KLF2 gen-
lerini dolayh yonden etkiledigi dusunulmektedir. Bu
sonuglar, ateroskleroz baslangici ve ileriki asamala-
rinda dnemli bir hiicre tipi olan endotel huicrelerinde
seramid sentezinden sorumlu olan LASS5 gen eks-
presyonunun artisinin AMPK-Alfa yolagindaki degi-
sim ile saglanabilecegini dusundurmektedir. LASS5
geni susturuldugunda AMPK hedefindeki genlerin
ekspresyon degisimleri olabilecegi ve LASS5 geninin
ateroskleroz patogenezinde donemli bir rol alabilecegi
dusunulmektedir.

Kardiyovaskiller hastaliklar acisindan AMPK ve
seramid duizeyi arasindaki iligki ¢cok sayida calismada
incelenmis olmasina ragmen,”>*! bu iliskinin genetik
nedeni Uzerinde yapilmis ¢ok fazla caligma bulun-
mamaktadir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligsmada,
mikroRNA’lar uizerinden AMPK’nin fosforilasyonu
ile seramid diuzeyinin degistirildigi one suriilmekte
olup, miyokardiyal AMPK fosforilasyonu ile obezite
ve tip 2 diyabetin azalmasinda hangi mekanizmanin
rol aldig1 hentiz tamamen anlagilamamugtir.

Bu 6n sonucglarimiz, LASSS5 geninin aterosklerotik
huicre tipi olan endotelde yer alan kontrol mekaniz-
malarindan biri olabilecegini gostermektedir. Ancak,
daha kesin sonuclara ulagabilmek i¢in caligilan hedef
genlerin metabolizma yolaklar ile ilgili genis kap-
samli caligmalar yapilmalidir. Elde ettigimiz sonug-
larin ispatlanmasi i¢in, dncelikle AMPK ligandlarinin
varliginda, ligandlarin aktif olduklar: siire ile AMPK
gen ekspresyonunun etkilendigi gercek siirenin tes-
pit edilmesi ve hedef genler ¢ogaltilarak daha detay-
It aragtirmalarin yapilmasi mumkiundur. Calismanin
devaminda ise gen ekspresyonunun protein seviyesi
uzerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in protein ana-
lizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica, seramid
sentaz aktivitesinin ol¢umu ve kitle spektrometre
caligmalart gibi daha detayl analizler ile sonuglarin
dogrulanmast da gerekmektedir. Sonuclarin ileride
hayvan deneyleri ile de dogrulanmasi klinik olarak
uygulanabilirligini kolaylastiracaktir. Insan aterosk-
lerotik plagindaki hiicresel degisimler ile LASSS5 ve
AMPK aktivitesi arasindaki iligkinin in vivo olarak da
dogrulanmasi, klinik olarak buyuk onem tagiyabilir.
Dogrudan hasta materyalinin kullanilacagi caligmalar
ile bu konuda daha net bilgiler saglanabilir.
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