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OZET

Ateroskleroz ve aterosklerozla iliskili komplikasyonlar tiim diinyada
oliimlerin en 6nemli sebebi olarak bilinmektedir. Inflamasyon, artmis oksidatif stres
ile iligkili vaskiiler hasar, endoteliyal disfonksiyonu ilerletirken aterosklerotik
lezyonlara neden olur. Uzun etkili bir eritropoietin tiirevi olan darbepoetin,
endoteliyal hasar ve ateroskleroz i¢in potansiyel terepatik bir ajan olabilir.

Bu calismada genetik olarak manuple edilmis ApoE-/- fareler ateroskleroz
modeli olarak kullanildi. ApoE-/- farelerde ateroskleroz ve plak olusumu histolojik
olarak goriintiilendi. Aterosklerozun erken ve ilerlemis doneminde diisiik doz
darbepoetin tedavisi (0.1 pg/kg) intraperitonal olarak uygulandi. Darbepoetin
tedavisi alan gruplardan elde edilen sonuclar salin uygulanan gruplarin sonuglar ile
karsilastirildi.

Lipid profili (kolesterol, trigliserid), inflamasyon (CRP, IL-6 ve histamin),
endotelyal hasar (ICAM-1 ve selektin) ve oksidatif stres belirtecleri aterosklerotik
grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu. Darbepoetin
tedavisinin hem erken hem de ileri aterosklerozda lipid profili, inflamasyon,
endotelyal hasar belirtecleri iizerine anlamli etkisi olmadigi gosterildi. Bunun
yaninda, darbepoetin-a tedavisi 8-isoprostan ve protein karbonil gruplarinin serum
diizeylerinde anlamli artisa yol agti.

C57BL/6 ve ApoE-/- farelerin serum oOrneklerinin proteomik analizi yilizeyi
genisletilmis lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus zamanli kiitle spektrometresi
(SELDI-TOF- MS) ile yapildi. Proteomik sonuglara gore, C57BL/6 ve ApoE-/-
farelerin serum orneklerinde 107 peptid/protein kiimesinin istatistiksel olarak farkli
oldugu tespit edildi. Serum proteomik analizler ayrica darbepoetin-a ile tedavi edilen
ve edilmeyen ApoE-/- fare gruplarinda yapildi. 145 peptid/protein kiimesinin
darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel
olarak farkli ekspresyon gosterdigi bulundu.

ApoE-/- farelerde, uzun donem darbepoetin-a tedavisinin, lipid profili,
inflamasyon ve endotelyal hasara etki etmezken, oksidatif stresi anlamli azalttig1
belirlendi. Diger yandan, ateroskleroz gelisimde serum protein profilinde meydana
gelen degisiklikler, aterosklerozun erken tanisinda yeni biomarkir kesfine 151k tutucu
niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, ApoE-/- fare, proteomik, oksidatif stres, inflamasyon,
endotel disfonksiyon



ABSTRACT

Atherosclerosis and atherosclerosis related complications are the major cause
of morbidity and mortality in the world. Vascular injury in response to inflammation,
enhanced oxidant stress promotes endothelial dysfunction and leads to
atherosclerotic lesions. Low-dose treatment with the long-acting recombinant human
erythropoietin analogue darbepoetin-o. may be a potential therapeutic tool for
endothelial injury and atherosclerosis.

ApoE-/- mice were used as atherosclerotic mice model in this study.
Atherosclerosis and plaque formation were monitored histochemically.

Darbepoetin-o. was injected intraperitoneally at a dose of 0.1 pg/kg in early
and late stage of atherosclerosis. The results of this group were compared with the
results of control group that injected salin instead of darbepoetin-a.

The levels of lipid profile (total cholesterol, triglyceride), inflammatory
(CRP, IL-6 and histamine), endothelial injury (ICAM-1 and selectin) and oxidative
stress markers (lipid peroxidation and protein oxidation) were significantly increased
in atherosclerotic groups when compared to control group. It was shown that
darbepoetin-o. had no significant effects on serum lipid profile, or markers of
inflammation and endothelial injury. However, darbepoetin-a significantly decreased
8-isoprostane levels and protein carbonyl content in atherosclerotic groups.

Serum proteomic analyses were performed using surface- enhanced
laserdesorption/ionization-time of flight mass spectrometry (SELDI-TOF- MS).
Proteomic analysis of serum samples of C57BL/6 and ApoE-/- mice showed that a
total of 107 peptid/protein clusters were significantly changed. Serum proteomic
analyses were also performed in the darbepoetin-treated and non-treated ApoE-/-
mice groups. 145 peptid/protein clusters had statistically significant differences in
their peak intensities between the darbepoetin-a treated and non-treated groups.

Long term darbepoetin-a treatment reduced oxidative stress in ApoE-/- mice,
but not lipid profile, inflammation and endothelial injury. On the other hand
proteomic study contributes to understanding the changes in serum peptid/protein
profiles during atherosclerosis development and may inform discovery of new
biomarkers for early diagnosis of atherosclerosis.

Keywords: Atherosclerosis, ApoE-/- mice, proteomics, oxidative stress,
inflammation, endothelial dysfunction
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TESEKKUR

Bu arasgtirmanin planlanmasi ve gerceklestirilmesindeki degerli yardimlar
yanisira, ylritiiclisii oldugu TUBITAK proje destegi ile projenin Proteomik
arastirmalarinda kullandigim malzemeler i¢in gerekli maddi kaynagi temin eden ve
proteomik calismalarini yiiriittiigiim Italya’da bulundugum siirece FEBS’den mali
destek almami saglayan proje yliriitliciisii ve akademik danigmanim Sayin Prof.Dr
Tomris OZBEN’e, Doktora egitimim boyunca benimle yakindan ilgilenerek gerekli
egitim ve Ogrenimi almami saglayan tiim hocalarima, proteomiks caligmalarimi
yapabilmem i¢in bana Modena Universitesindeki laboratuvarlarini agan ve her tiirlii
destegi saglayan Sayin Prof.Dr. Aldo TOMASTI e, bilimsel desteginden dolay1 Sayin
Prof.Dr. Giiltekin SULEYMANLAR’a, farelerin yurtdisindan temini sirasindaki
cabalar1 i¢in Vet.Hek. Sakir ATALAY ve farelerin bakimi ve kesimi sirasindaki
yardimlarindan dolayr Deney Hayvanlar1 Unitesi c¢alisanlarma, dokulariin
incelenmesinde bilgi ve yardimlari i¢in Dog¢.Dr.Emin Tiirkay KORGUN’a, birlikte
calismaktan mutluluk duydugum tiim asistan arkadaslarima ve sonsuz destekleri i¢in
esime ve aileme en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Evrim OZDEMIR (DURSUN)
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GIRIS

Ateroskleroz ve aterosklerozla iligkili koroner arter hastaligi, inme, tiremi gibi
komplikasyonlar halen {ilkemizde ve gelismis iilkelerde Oliimlerin yaklasik
%350’sinin  sebebi olarak birinci sirada yer almaktadir. Amerika Birlesik
Devletlerinde 601 yillardan beri epidemiyolojik faktorlerin diizeltilmesine ve
tedavide saglanan ilerlemelere bagli olarak mortalitede azalma izlenirken, Amerikan
tarzi yasamin yayginlastigi gelismekte olan iilkelerde ateroskleroz morbidite ve
mortalitesinde artma meydana gelmektedir [1, 2]. Ulkemizde de ayni egilim
goriilmektedir.

Aterosklerozun kronik inflamatuar bir hastalik oldugu kabul edilmektedir.
Kardiyovaskiiler risk faktorleri arasinda hastaligin gelisimini tetikleyen en yaygin
mekanizmalardan biri de vaskiiler inflamasyona da onciiliik eden oksidatif siirectir

[3].

Normal endotel anti-inflamatuar, anti-trombotik ve vazodilator 6zelliklere
sahiptir. Son caligmalarda, normal endotelyal homeostazin bozulmasi, inflamatuar
yolakta baslangi¢ kabul edilmektedir [4]. Son yillarda, endotel disfonksiyonunun ve
inflamasyonun etkilerini inhibe etmek ya da azaltmak i¢in birgok arastirma
yapilmistir. Yapilan arastirmalardan bir kismi ertiropoietinin inflamasyon ve endotel
disfonksiyonuna etkileri iizerinedir. Literatiirde, eritropoetinin aterosklerozla iligkisi
konusundaki veriler net degildir ve celigkilidir. Eritropoetinin aterosklerozu
tetikledigini [5, 6], aterosklerozu oOnledigini [7] ve ateroskleroz ile eritropoetin
tedavisi arasinda bir iligki bulunmadigin1 bildiren [8] c¢aligmalar mevcuttur.
Darbepoetin alfa (Aranesp) endojen eritropoetine benzer bicimde eritropoiezi uyaran
bir glikoproteindir. Bahlmann et al., deneysel hayvan modelleri kullanarak yaptiklar
calismada, diisilk dozda uzun etkili eritropoetin analogu olan darbepoetin alfa’nin
kullaniminin endotel hasar1 6nledigini ve vaskiiler koruma sagladigini bildirmislerdir

[9].

Ateroskleroz gibi hastaliklarin erken tanisi, yasam siiresinin uzatilmasi ya da
yasam kalitesinin yiikseltilmesi acisindan dnem kazanmaktadir. Tiim hastaliklarda
oldugu gibi aterosklerozda da erken teshis ve tedavi, lezyonlarin ilerlemesini
geciktirmekte ve mortalite riskini azaltmaktadir. Ana risk faktorlerinin
tanimlanmasina ragmen, sensitif ve spesifik erken biyomarkirlarin eksikliginden
dolayi, bu hastalarin ¢ogunda hastaligin baslangici, gelisimi, stabilitesi ve/veya
aterosklerotik lezyonun tipi belirlenememekte ve ilk klinik bulgular miyokard
infaktiisli ya da 6liim olarak izlenmektedir [1, 10]

Giliniimiizde aterosklerotik hastaliklarin tani ve takibinde biyokimyasal ve
radyolojik tetkikler kullanilmaktadir. Goriintiileme esasina dayanan, doppler ultrason



ve anjiografi gibi teknikler hastaligi izlemede etkin olmalarina ragmen maliyet
acisindan pahali yontemlerdir. Viicut sivilarinda ateroskleroz gelisiminin gostergesi
olabilecek farkli biyomarkirlar 6ne siiriilse de, ateroskleroz tani ve takibi i¢in tam bir
biyomarkir bulunabilmis degildir. C-reaktif protein, okside olmus diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) gibi belirtecler aterosklerozda bagimsiz biyomarkirlar olarak
dikkat cekmekte, ancak damar duvarindaki lezyonlari, lezyon stabilligini ya da
gelisimindeki klinik degisiklikleri belirleyemediginden klinik takipte tam olarak
kabul gormemektedirler [1]. Gilinlimiize kadar ateroskleroz ile ilgili yapilan
biyokimyasal ve genetik c¢aligmalar, aterosklerozun tani ve takibi i¢in yeterli
olmamistir. Gen diizeyinde yapilan g¢alismalar, 200 den fazla post-translasyonel
modifikasyona ugrayarak farkli fonksiyonlar kazanan ve farkli yerlerde lokalize olan
protein degisikliklerini belirlemede ve agiklamada yetersiz kalmaktadir. Gen
ekspresyonlarinin daha anlamli olabilmesi, ekspresyon iriinlerinin, diger bir deyisle
hastalik fenotipinin asil biyolojik belirtegleri olan proteinlerin karakterizasyonu ile
mimkiindir [11].

Proteomik, doku ve viicut sivilarinda protein degisikliklerinin belirlenmesi,
cesitli hastaliklarin erken teshisi icin biyomarkir olabilecek proteinlerin tanimlanmasi
acisindan ¢ok Onemli ve yeni bir teknolojidir. Proteomik kelimesi ilk 1995°de
kullanilmasina ragmen, bu teknolojinin kullanildig: klinik ve biyomedikal alandaki
calismalar, son yillarda hiz kazanmistir [10].

Aterosklerozla ilgili son ¢aligmalar da proteinler {izerinde yogunlasmistir. Bu
amagla protein degisikliklerinin incelendigi son calismalarda, proteomik teknikleri
kullanilmaktadir [12, 13]. Kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgili proteomik ¢aligmalar
hiz kazanmasina ragmen ateroskleroz gelisiminde proteinlerde ne tiir degisiklikler
meydana geldigi sorusuna kapsamli bir cevap heniiz verilememistir.

Son donemlerdeki deneysel ateroskleroz ¢aligmalarinda, diyet indikli
hiperkolesterolemik hayvanlarin yerine, Apolipoprotein E (ApoE) geni baskilanmis
deney hayvanlarn tercih edilmektedir. Genetik olarak manuple edilmis ApoE negatif
fareler erken ve ilerlemis aterosklerozda aterosklerozdaki biyokimayasal degisikleri
aydinlatmak, ilaglarin ve diyetsel faktorlerin etkilerini incelemek i¢in son zamanlarda
en yaygin kullanilan farelerdir [14-18] .

Projemizde, Apo E yetmezlikli farelerde patolojik olarak ateroskleroz ve plak
olusumu histolojik olarak goriintiilendi. Ateroskleroz ve plak olusmus farelerde
inflamatuar markirlarda (CRP, IL-6 ve histamin) ve endotel hasar markirlarinda
(ICAM ve selektin) meydana gelen degisiklikler belirlendi. Ateroskleroz gelisimi ile
oksidatif stres markirlarinda (lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu) meydana
gelen degisiklikler tespit edildi. Uzun donem darbepoetin-a tedavisinin, ateroskleroz
ve plak gelisiminin 6nlenmesinde ve incelenen diger biyokimyasal parametrelerdeki
etkileri aragtirildi. Aterosklerozun erken doneminde ApoE negatif aterosklerotik
farelerde serum protein profillerindeki degisiklikler incelendi ve darbepoetinin
protein profili izerindeki etkisi belirlendi.



GENEL BiLGILER

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz, damar duvarinda lipidlerin birikimiyle karakterize, monoseliiler
hiicre infiltrasyonu ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ile iligkili; sadece koroner
damarlar1 degil tiim arteriyel yapilar1 tutabilen ve etkileyen, nedenleri tespit edilip
tedavi edilebildigi takdirde durdurulabilen veya geriletilebilen multifaktoriyel,
morbid ve mortal bir hastaliktir [19, 20].

Aterosklerozun  fizyopatolojisi  olduk¢a  komplekstir. ~ Damarlarin
subendotelyal araliginda, damar duvarinin tiim yapisal elemanlari, trombosit, 16kosit,
monosit, makrofaj gibi cesitli inflamatuar hiicreler ile lipid ve lipoproteinlerin
birikimini i¢eren, kronik ve inflamatuar bir hastaliktir.

Aterosklerotik lezyonlar siklikla kan akiminin bozuldugu, arterlerin ayrim
noktalarinda olusur. Aterosklerotik lezyonun bulundugu yere gore klinik sonuglar
degiskenlik gosterir, 6rnegin koroner arterin aterosklerozu miyokard enfarktiisii ve
anjina pektorise yol acarken, merkezi sinir sistemini besleyen arterlerin aterosklerozu
fel¢ ya da gegici iskemik ataklara sebep olabilir [21, 22].

Ateroskleroz ve aterosklerozla iligkili koroner arter hastaligi, inme, iiremi gibi
komplikasyonlar halen {ilkemizde ve gelismis {ilkelerde oOliimlerin yaklasik
%50’sinin  sebebi olarak birinci sirada yer almaktadir. Amerika Birlesik
Devletlerinde 60'l1 yillardan beri epidemiyolojik faktorlerin diizeltilmesi ve tedavide
saglanan ilerlemelere bagli olarak mortalitede azalma izlenirken, Amerikan tarzi
yasamin yayginlastigi gelismekte olan {ilkelerde ateroskleroz morbidite ve
mortalitesinde artma meydana gelmektedir. Bu iilkelerde yapilan epidemiyolojik ve
klinik ¢aligmalar, bu hastalardaki Sliimlerde major faktdriin biiyiik damarlardaki
hasar oldugunu gostermistir [1, 2]. Ulkemizde de ayn1 egilim goriilmektedir.

2.2. Ateroskleroza Neden Olan Risk Faktorleri

Aterosklerozla ilgili yapilan ¢aligmalarda hastaligin ortaya cikisi ile ilgili
oldugu saptanan bazi risk faktorleri belirlenmistir. Risk faktorleri, genel anlamda,
hem yasam bi¢imi, biyokimyasal ve fizyolojik karakteristikler gibi degistirilebilir
nitelikteki faktorleri, hem de yas, cinsiyet ve kalitim gibi degistirilmesi ya da
giderilmesi olanaksiz faktorleri kapsar (Tablo 2.1) [23].

Giliniimiizde ateroskleroza karsi tam bir korunma heniiz bilinmemektedir
fakat bu hastaligin gelisimini veya ilerlemesini 6nlemek ya da seyrini yavaglatmak
ozellikle degistirilebilir risk faktorlerinin kontrol altinda tutulmasi ile basarilabilir.



Bunlardan en 6nemlileri, sigara tiiketimi, hipertansiyon ve hiperkolesterolemidir.
Hiperkolesterolemi, diger risk faktorlerinden bagimsiz tek basina ateroskleroz
olusumunu tetikleyebilen tek risk faktoriidiir [21, 24].

Tablo 2.1. Ateroskleroz i¢in Risk Faktorleri [23]

A: Bireysel ozellikler (degistirilmeyen)

1.Yas
2.Cinsiyet

3.Ailede erken yasta (erkeklerde <55, kadinlarda <45) aterosklerotik damar hastaligi
oykiisii

4.0zgegmiste aterosklerotik damar hastaliginm varlig

B: Biyokimyasal veya fizyolojik ozellikler (degistirilebilir)
1.Plazma total kolesteroliiniin (ve LDL-kolesteroliin) ytliksekligi
2.Plazma trigliseritlerinin yiiksekligi

3.HDL-kolesteroliiniin disikligii

4.Hipertansiyon

5.Hiperglisemi/diyabetes mellitus

6.0bezite

7. Trombojenik faktorler

C: Yasam tarzi

1.Aterojenik beslenme (Hayvansal ve doymus yag, kolesterol ve kalorili diyet)
2.Sigara kullanimi

3.Asin alkol tiiketimi

4.Sedanter yasam

D: Yeni Risk Faktorleri
1.Homosistein diizey yiiksekligi
2.Lipoprotein (a)

3.Fibrinojen

4.Fibrinolitik aktivite disiikligi
5.Faktor VII

6.Antitrombin III

7.Kan antioksidan diizeyi diisiikligii




2.3. Normal Arter Duvari

Normal arter duvart ii¢ tabakadan olusur (Sekil 2.1). En igte bulunan ve
liimeni cevreleyen tabaka intima tabakasidir. Tek sira biciminde dizilmis endotel
hiicreleri, bunlar1 destekleyen subendotelyal matriks, bazal membran ve az sayida
diiz kas hiicresi intima tabakasini olusturur. Arteriyel intimada bulunan endotel
hiicreleri, dolasimdaki kan ile temas halindedir ve dolasimdaki kan bilesenleri igin
bariyer gorevi goriir. Arteriyel endotel hiicreleri, vaskiiler homeostazin
dengelenmesinde yiiksek Oneme sahiptirler. Ateroskleroz gelisimi ile beraber
yapilarinda degisiklikler meydana gelir.

Arter duvarinin orta tabakasina media adi verilir. Damarin en kalin
tabakasidir. Kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlardan olusan bir matriks
icindeki diiz kas hiicrelerinden olusur. Medianin esas fonksiyonu, damar duvarinda
kontraksiyon ve dilatasyon meydana getirerek, kan akimimin diizenlenmesini
saglamaktir.

Arter duvarinin en dis tabakasi adventisyadir. Gevsek bir bag dokusu
yapisindaki bu tabaka, boyuna dizilmis kollajen lifler, sinir uglar1 ve artere kan sunan
damarlardan (vaza vazorum) olusur [21].

intima tabakasi

Sekil 2.1. Normal Arter Duvari [25]

2.4. Vaskiiler Endotelyum

Endotelyum, hemangioblastlardan kdken alan endotel hiicrelerin olusturdugu,
kan ile damar duvar arasinda bir tabakadir. Endotelyum, 1x10" hiicreden olusan,
yaklagik 1 kg agirliginda, 350 m? yiizey alana sahip en biiyiik endokrin, otokrin ve
parakrin organdir. Endotel hiicreler, endokrin ve parakrin 6zelligi ile diiz kas
hiicrelerine ve dolasimdaki kan hiicrelerine etki ederler. Aktif ve dinamik bir doku



olan endotelyum, bir¢ok sentetik ve metabolik fonksiyonu ydnetebilme kapasitesine
sahiptir. Kan ile doku arasindaki stratejik konumundan dolay1, hemodinamik giiclere
ve kan bilesenlerindeki degisimlere duyarlidir. Vaskiiler yapinin degisik bolgelerinde
farkli fenotiplere sahip endotel hiicreler, ayni uyarana farkli cevaplar olusturabilir.

Bir bariyer olarak endotelyum, yar1 gecirgen 6zellige sahiptir; biiytik, kiiciik
tim molekiillerin gegigini kontrol eder. Endotel hiicrelerin yap1 ve fonksiyonel
biitiinliigli, damar duvarimin korunmasi ve dolasim i¢in ¢ok Onemlidir [26-29].
Endotelyal fonksiyonlar; vazodilatorler, vazokonstriiktorler, inflamatuar mediatorler,
antitrombotik, protrombotik faktorler, biliylime inhibitorleri, biiyliime faktorleri ve
hormonlarca diizenlenir.

_~Antitrombotik aktivite .
| Trombosit agregasyon ve }
“~_adezyon inhibisyonu __~~

7 Antiinflamatuar aktivite . Antikoagulan ve

\ Lokosit adezyon ve invasyon - / profibrinolitik aktivite )
"=~ inhibisyonu___——" \ T~ -

—— —__, o -

Normal Endotelyum

- _~ Antihipertrofik aktivite .

g Endotelyum bagumh _ / \
AN vazodilatasyon / L\___Duz kas hucrelerinin proliferasyon
N _— Ve gocunun inhibisyonu___—

Sekil 2.2. Normal vaskiiler endotelin fonksiyonlar1 [26]

Normal kosullarda endotel hiicreler, kan akisini, vaskiiler tonusu,
koagulasyonu, trombositlerin ve lokositlerin damar duvari ile etkilesimini
diizenleyen tromboregiilator molekiilleri ve biiylime faktorlerini sentezleyebilme,
mekanik ve hormonel uyarilara yanit verebilme 6zelligine sahiptir. Endotel hiicreler,
gevsemeyi ve kasilmayi saglayan, prostasiklin ve nitrik oksit gibi bircok vazoaktif
maddeyi tireterek fizyolojik ve patolojik uyaranlara kars1 damar tonus degisimlerini
diizenlerken, aynm1 zamanda trombosit birikimini Onler ve vazodilatasyon yapar.
Inflamatuar hiicrelerin damar duvarina tutunmasina ve birikimine engel olur,
profibrinolitik ve protrombotik aktivite arasinda denge saglar, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin  proliferasyonunun inhibisyonunu saglar (Sekil 2.2, Sekil 2.3).
Endotelden salinan endotelin, anjiotensin II gibi vazokonstriiktér maddeler, diiz kas
hiicre proliferasyonunu yaparak, aterosklerotik plak olusumunda rol oynar. Bunun
yaninda vaskiiler endotelyum, anjiyogenezde, vaskiiler permabilitede, damar ici ve
dis1 arasindaki sivi dengesini saglar (Tablo 2.2). Damar duvari ve liimeninde lokal
olarak bulunan parakrin faktorlerin etkisiyle vaskiiler homostaz korunur.
Aterosklerotik risk faktorleri tarafindan endotelyumun zarar goérmesi, vazodilatasyon
ve vazokonstrilksiyon arasindaki dengeyi bozarak ateroskleroza giden olaylar
zincirini baglatir. Bu da endotel gecirgenligi, trombositlerin agregasyonu, 16kosit
adezyonu, sitokinlerin saliniminin artmasi gibi bir seri olaylarla iliskilidir [26-28].
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Sekil 2.3. Endotelin antitrombotik ve protrombotik durumlari [27]

Tablo 2.2. Endotel Fonksiyonlar1 diizenleyen Faktorler [26]

Vazodilatorler
Vazokonstriiktorler
Inflamasyon modiilatdrleri

Antitrombotik faktorler

Protrombotik faktorler
Biiytime hormonlari
Biiyiime faktorleri
Ostrojenler

NO, bradikinin, PGI,, EDHF, C-natriiiretik peptid
ET-1, AT II, PGH2, TXA2, ROS

H,0,, NO, ROS, TNF-a, ICAM-1, VCAM-1, E
selektin, NFxB

Doku  plazminojen
inhibitorleri, PGI,, NO
PAI-1, fibrinojen, von Willebrand faktor, TXA,

NO, PGI,, C-natriiiretik peptid

Stiperoksit radikali, ET 1, AT II

NO, EDHF, PGIl,, ICAM-1, VCAM-1, E selektin,

aktivatori, doku  faktor

ROS, AT II, ET-1

2.5. Endotel Disfonksiyon

Ateroskleroz gelisim sebeplerinin aydinlatilmas1 i¢in biiyiikk cabalar
gosterilmistir, fakat bu c¢alismalar sonucunda tam ve kesin bir sonug elde
edilememistir. Bu konuda birgok teori ortaya atilmistir. Bu teorilerden giliniimiizde en
cok dikkat ¢eken hasara cevap (response to injury) teorisidir. Bu teoride en onemli
unsur, normal endotel homeostazinin bozulmasidir. Endotel disfonksiyonu olarak da
adlandirilan bu durum, fonksiyonel ve morfolojik olarak fizyolojik durumun tersidir.
Lipid birikimi, mekanik hasarlar (angioplasti), ileri glikasyon son firiinleri (AGE),
viriisler, liremi, sigara toksinleri, oksidatif stres, genetik degiskenlik, radyasyon,
homosisteinemi, hemodinamik bozukluklar ve hipertansiyon, disfonksiyonda etkili



olan lokal ve sistemik faktorlerdir. Endotel hiicre fonksiyonlarindaki en kiigiik
degisiklik, sistemik faktorlerin etkisiyle artmaktadir [4].

Ateroskleroz olusum hipotezlerinden hasara cevap hipotezine gore, damar
endotelyumunun hasarlanmasi, yagli cizgilenmelerin olusumundan o6nce, lezyon
gelisiminde ilk  basamagi olusturur. Temelde, endotelyumun mekanik
hasarlanmasmin gerekli oldugu disiiniilmesine ragmen, son yayinlarda endotel
disfonksiyonun dnemi vurgulanmaktadir [30, 31].

Endotelyal disfonksiyon, endotelin-1 gibi endotel  kaynakl
vazokonstriiktorlerin arttigr durum ve 6zellikle nitrik oksit (NO) gibi vazodilatorlerin
biyoyararlanimindaki azalma ile karakterizedir. Bu durum, endotel kaynaklh
vazodilatasyonun azalmasina onciiliikk eder. Endotelyal disfonksiyon, aterosklerozun
tim basamaklarinda dikkat c¢eken proinflamatuar, proliferatif ve prokoagulan
durumlar ile karakterize olan endotelyal aktivasyonun 6zel bir durumudur [30].

Endotelyal fonksiyonlarin bozulmasi, l6kositlerin arter duvarina tutunmasini,
endotel alt1 dokuya gecisini, diiz kas hiicrelerinin gé¢iinii ve proliferasyonunu tetikler
[30]. Sigara, hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon, obezite, artmig C-reaktif protein
(CRP), kronik sistemik enfeksiyon gibi aterosklerotik risk faktorlerinden bir¢ogunun,
endotel disfonksiyonla iligkili oldugu bulunmustur. Bu iligkilerin dogasi tam olarak
bilinmemekle beraber, reaktif oksijen tiirlerinin etkisini icerdigi diistiniilmektedir
[27].

2.6. Oksidatif Stres, Endotel Disfonksiyon ve Ateroskleroz

Son 150 yilda ateroskleroz gelisimi ile iliskili karmasik mekanizmalar
aciklayabilmek icin bircok ¢aligma yapilmistir. Yapilan deneysel hayvan c¢aligmalari
ve klinik sonugclar, aterosklerozda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) 6nemli rolii
oldugunu desteklemektedir [3, 32-34]. Siiperoksit anyonu (O;’), hidroksil radikali
('OH) ve peroksinitrit (ONOQO") gibi artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonun, kardiyovaskiiler hastaliklar [35-37], norolojik hastaliklar [38],
diabetes mellitus [36, 39-41], kronik bobrek yetmezligi [35, 36, 39-43] ve kanser
[44-46] gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir.

Ateroskleroz patogenezi ig¢in One siirlilen teorilerden biri de oksidatif
modifikasyon teorisidir. Bu teoriye gore, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’in
dogal formu aterojenik degildir. LDL’nin oksidatif modifikasyonu ile okside LDL
olusur. LDL’de meydana gelen bu modifikasyonun, aterosklerozun baglamasinda ve
gelisiminde 6nemli bir faktdr oldugu kabul edilmektedir [3].

Okside LDL’nin bir¢ok biyolojik etkisi vardir; proinflamatuardir, endotelial
nitrik oksit sentazin inhibisyonuna sebep olur, vazokonstriikksiyonu ve adezyonu
tetikler, sitokinlerin salinimini uyarir, trombosit birikimini artirir. Okside LDL’nin
endotel hiicrelerde ve makrofajlarda peroksizom proliferator-aktive reseptor
aktivasyonu araciligi ile VEGF ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. Okside
LDL kaynakli iirlinler sitotoksiktir ve apoptozisi tetikleyebilir. Okside LDL, doku
faktorii ve plazminojen aktivator inhibitdr protein-1 sentezini uyararak koagulasyona
ters etki edebilir. Okside LDL, ayrica diiz kas proliferasyonunu da stimiile eder.



Proliferasyon sonucu artan intimal kalinlasma, liimende kan akimini azaltir ve
sonucta hipertansiyona ve ateroskleroza onciiliik eder [3, 47-50].

Arteriyal damar duvarinda, LDL oksidasyonuna sebep olan ROS’un ana
kaynagi, endotel hiicreler, makrofajlar ve diiz kas hiicreleridir [51]. Bunun yaninda
aterosklerotik risk faktorlerinin de, ROS {iretimini artirdigi one siiriilmektedir.
Hiperkolesterolemi, diabetes mellitus, arteriyel hipertansiyon, sigara tiiketimi,
yaslanma, ROS {iretimini artiran risk faktorlerindendir. Hiperkolesterolemi, diiz kas
hiicrelerinde, siiperoksit anyon radikallerinin (O,") liretimini uyarmaktadir, bu da
LDL oksidasyonunu artirir.  Artan O,;’in - NO ile etkilesimi, 0zellikle
hiperkolesterolemi ve ateroskleroz agisindan 6nem tasimaktadir [34, 52]. NO’nun,
arterlerin vaskiiler tonusunu kontrol etmek disinda, trombosit agregasyonu/adezyonu
ve diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe etmek gibi, antiaterosklerotik etkileri
vardir. Endotel kaynakli gevseme faktorii olarak da bilinen NO’nun, O, ile inaktive
edildigi bilinmektedir. O,”’nin NO ile reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan
peroksinitrit (ONOO"), NO’nun biyoyararlanimligin1 azaltir, protein oksidasyonunu
artirir ve proaterojenik etki yapar [3, 34, 53-55]. Bu reaksiyonlarin sonucu olarak,
arteriyel endotelyumun en 6nemli fonksiyonu olan endotel aracili vazodilatasyon
azalir. Endotel aracili vazodilatasyonun azalmasi, organ perfiizyonunun bozulmasi ve
sistemik hipertansiyon ile sonug¢lanir [34, 56-58].

H,O, tarafindan olusturulan  oksidatif stres, tirozin Kkinazlarin
fosforilasyonunu artirir. Bu durum, noétrofillerin damar duvarina daha siki
tutunmasina ve damar gecirgenliginde degisimlere sebep olur. H,O, nin aterogenez
patogenezindeki diger bir etkisi de aktivatdr protein-1 (AP-1), niikleer faktor kapa B
gibi transkripsiyon faktorlerinin tiretimi iizerinedir. Bu faktorlerdeki artis, VCAM-1,
ICAM-1, E-selektin, gibi adezyon molekiillerinin ve sitokinlerin ekspresyonunu
degistirir [3, 47, 59-61].

Vaskiiler duvarda ROS iiretimini tetikleyen diger kaynakta enzimlerdir.
NAD(P)H oksidaz, ksantin oksidaz, miyeloperoksidaz, nitrik oksit sentaz,
lipoksijenaz, ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesi basamaklarinda, reaktif oksijen
tiirlerinin 6nemli kaynaklaridir [3].

Molekiiler, hiicresel ve doku diizeyindeki oksidatif hasarin en aza inebilmesi
icin, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge saglanmahidir. Kalp
hastaliklarina kars1 miyokardiyal savunma, bu agidan birka¢ agama gosterir. Birincil
savunma, hiicre i¢i antioksidanlardan [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz (GSH-rediiktaz), vb.] olusur.
Ikincil savunma, lipolitik ve proteolitik enzimleri (proteaz, fosfolipaz, vb.) igerir.
Ucgiinciil savunma da, oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen tiirleriyle basa
cikabilmek amaciyla, kalpteki gen ve proteinlerden (redoks duyarli transkripsiyon
faktorii olan) niikleer faktor kB (NF-kB) ve aktivator protein I (AP-I) ile Bcl-2 geni
sayesinde hiicre i¢i antioksidanlarin iiretiminin artirtlmasidir [62] .

2.7. Endotel Disfonksiyon, Inflamasyon ve Ateroskleroz

. Giiniimiizde, ateroskleroz inflamatuar bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Inflamasyon, ateroskleroz gelisiminde hem aterogeneze hem de aterotromboza eslik



eder. Aterosklerotik plak inflamasyonunun, intima erozyonuna, riiptiire ve takip eden
iskemiye sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Aterosklerozun temelinde yatan nedenler tam olarak bilinmemekle beraber,
oksidatif stres ya da fiziksel yollarla meydana gelen endotel hasar, en Onemli
sebeplerden biridir ve aterosklerozun ilk basamagini olusturdugu diisiiniilmektedir.
Hasarli endotel, fonksiyonlarin1 kaybeder, eNOS aracili NO iiretimi azalir,
vazokonstriksiyon, trombosit ve inflamatuar hiicrelerin adezyonu artar. ikinci sebep
ise, inflamatuar cevap olusumudur. Inflamatuar yolak, disfonksiyonel endotel
hiicrelerde vaskiiler adezyon molekiilii (VCAM-1), intraseliiler adezyon molekiilii-1
(ICAM-1) gibi monositler ve lenfositler i¢in kemotaktik ve adeziv olan
molekiillerinin ekspresyonu ile baslar. Inflamatuar aktivasyon basladiginda, endotel
hiicrelerde selektin, VCAM-1 ve ICAM-1 ekspresyonu artar ve dolasimdaki
monositler hasarlanmis endotele tutunur ve endotel alti dokuya geger. Adezyon
molekiillerinin ekspresyonu, interlokin-1 beta (IL-1f) ve tiimor nekrozan faktor
(TNF-a)) gibi proinflamatuar sitokinler, karacigerde interlokin-6 (IL-6)’ya cevaben
tiretilen akut faz proteini olan C-Reaktif Protein (CRP), proteaz aktivasyonlu reseptor
sinyalizasyonu, okside LDL reseptorii-1, CD40 CD40 ligand etkilesimi ve okside
LDL molekiillerinin almimi tarafindan indiiklenir [63]. Monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1), monositlerin intimaya direk ge¢isinden sorumludur. Es zamanl
olarak, T hiicre kemoatraktanlari, lenfositleri intimaya yonlendirir. Monositlerin
arteriyel duvara gecisi ile kan kaynakli inflamatuar hiicreler olaya katilir ve lokal
inflamatuar cevabi devam ettirirler [64]. MCP-1’¢ ilaveten hasarli endotelden salinan
koloni stimiile edici faktér (CSF), monositlerin makrofajlara doniisiimiinii indtikler.
Bu dontisiimle beraber makrofajlarin membranlarinda, okside LDL molekiillerini
iclerine alabilmelerini saglayan, siipiiriicii reseptorler (SR) eksprese olur [64, 65]. T
hiicrelerinden, y interferon ve tiimor nekrozan faktor (TNF-a) gibi inflamatuar
sitokinlerin salinimi, makrofajlari, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerini uyarir. Bu
inflamatuar yolak devam ederken, aktive 16kositler ve intinsik arter hiicreleri biiyiime
faktorlerini de igeren fibrojenik aracili molekiilleri salgilarlar. Bu araci molekiiller,
diiz kas hiicrelerinin replikasyonunu artirir ve ilerlemis aterosklerotik lezyonun ve
ekstraseliiler matriksin olgunlagmasina aracilik ederler [64].

Ateroskleroz gelisimi sirasinda inflamasyonu artiran bazi durumlar s6z
konusudur. Bunlarin basinda okside lipoproteinler gelir. Ateroskleroz olusum
hipotezlerinden oksidasyon hipotezine gore, intimadaki LDL molekiilleri oksidatif
modifikasyona ugrar. Lipid hidroperoksitler, lizofosfolipidler, karbonil bilesikleri,
ateromdaki lipid fraksiyonunda lokalize olur. Bu modifiye lipidler, adezyon
molekiillerinin, kemokinlerin, inflamatuar sitokinlerin ve vaskiiler hiicrelerden ve
makrofajlardan diger inflamatuar molekiillerin ekspresyonunu indiikler.

Aterosklerozda inflamasyonla iligkili diger bir durumda dislipidemidir.
VLDL, IDL gibi diger lipoprotein partikiilleri de aterojenik potansiyele sahiptir. Bu
lipoprotein partikiilleri de LDL gibi oksidatif modifikasyona ugrayabilir. Buna
ilaveten, beta VLDL partikiillerinin kendileri de endotel hiicrelerinin inflamatuar
fonksiyonlarini aktive edebilir. HDL ise, damar duvarini ateroskleroza kars1 korur.
HDL’nin etkiledigi ters kolesterol transportu onun koruyucu etkisinden gelir. Ayrica,
HDL molekiilleri, okside lipidleri parcalayan ve onlarin proinflamatuar etkilerini
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notralize eden, trombosit aktive edici faktor asetilhidrolaz ve paroksanaz gibi
antioksidan enzimlerin transportunu da yapabilir [64].

Klasik  aterosklerotik  risk  faktorlerinden  birisi  hipertansiyondur.
Aterosklerozda oldugu gibi hipertansiyonda da inflamasyonun yer almasi bu iki
hastalik arasinda patofizyolojik bir bag kurmaktadir. Vazokonstiiktdr etkilerinin
yanisira, anjiotensin II (AlIl), inflamasyonu da tetiklemektedir. All, arteriyal endotel
hiicrelerinden ve diiz kas hiicrelerinden siiperoksit anyon salinimini saglamaktadir.
Ayrica All, diiz kas hiicrelerinden interlokin-6 (IL-6) ve MCP-1 gibi proinflamatuar
sitokinlerin ve endotel hiicrelerde 16kosit adezyon molekiilli VCAM-1’in
ekspresyonunu artirir. Klinikte, anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitor
tedavisi, bu proinflamatuar yolaklar1 engelleyerek etki gosterir [64].

Diyabet, obezite ve enfeksiyon, ateroskleroz da inflamasyonla iligkili diger
patolojik faktorlerdir. Diabette olusan ileri glikasyon son iirlinleri, endotel
hiicrelerinde proinflamatuar sitokinlerin artisina sebep olur. Bunun yaninda diyabete
bagli artmis oksidatif stres de, reaktif oksijen tiirlerinin ve karbonil gruplarinin
artisina sebep olur. Obezite, insiilin resistans1 ve diabetin yaninda, ayrica aterojenik
dislipidemiyi de indiiklemektedir. Viseral yaglardan koken alan serbest yag
asitlerinin yiliksek diizeyleri, portal dolasim yoluyla karacigere ulasir ve burada
trigliseridten zengin VLDL sentezini uyarir. VLDL artis1 aym1 zamanda HDL
azalmasina sebep olur. Bunun yaninda adipoz doku, TNF-a, IL-6 gibi sitokinleri
sentezleyebilir. Bu sekilde obezite kendi bagina inflamasyonu artirabilir ve insiilin
resistans1 ve lipoproteinlerin etkisinden bagimsiz olarak aterogenezi tetikleyebilir.
Infeksiydz ajanlar, aterogenezi siddetlendiren inflmasyona sebep olabilirler. Akut
enfeksiyonlar, hemodinami, pthtilasma ve fibrinolitik sistemi degistirebilir. Kronik
ekstravaskiiler enfeksiyonlar, inflamatuar sitokinlerin ekstravaskiiler iiretiminin
artisgina sebep olur ve bu da aterosklerotik lezyonlarin artmasini tetikleyebilir.
Intravaskiiler enfeksiyonlar da, direk lokal inflamatuar uyarima sebep olarak
ateroskleroza sebep olabilir. Chlamydia pneumoniae gibi mikrobiyal ajanlar,
aterosklerotik plaklarin ilerlemesine neden olmaktadir [64].

2.8. Ateroskleroz Patogenezi

2.8.1. Yagh Cizgilenme Olusumu

Ateroskleroz, yasamin ilk dekadinda biiyiik arterlerin endotelinde yagh
cizgilenmeler olarak olusmaya baslar. Yagli cizgilenmelerin olusumu, LDL’nin
damar liimeninden intimaya ge¢isi ve intimada LDL’nin oksidatif modifikasyonu ile
baslar. LDL oksidatif modifikasyonu, metal katalizli reaksiyonlar ya da enzimatik
yollarla olusan, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerince olusturulur. Okside LDL
molekiilli, endotel hiicrelerden adezyon molekiillerinin salinimini indiikler ve
kemotaktik molekiillerin ekspresyonunu artirtr. Bu molekiiller, aterosklerozun
olusumuna oOnciiliik eden bilesenlerdir. Normal hemostatik kosullarda, endotel
hiicreler, dolasimdaki monositlerin damar duvarina uzun siireli temasina izin vermez.
VCAM-1, P-Selektin, E-Selektin gibi adezyon molekiillerinin varliginda, monositler
endotel hiicrelerine tutunur ve subendotelial alana gog¢ eder.
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l:im lotelial Lokosit gocu Endotelial Lokosit
Gecrgenlik adezvon adezyonu

Sekil 2.4. Endotel disfonksiyonu ve ilk aterosklerotik degisimler [66]

Diapedez olarak adlandirilan bu gegis, MCP-1 gibi birgok kemoatraktan
molekiile ihtiyag duyar. intimaya lokalize olan monositler, maktofajlara transforme
olur ve modifiye lipoprotein partikiillerini baglayabilme 6zelliginde olan siipiiriicti
(scavenger) reseptorlerini eksprese ederler. Makrofajlar, siipiiriicii reseptorler (CD36,
SR-A) araciligiyla, okside lipoproteinleri hiicre icine alir ve kopiik hiicre olusumu
baslar. Kopiik hiicrelerinin bir siire sonra 6lmesi ile yagl ¢izgilenme olusur,
inflamasyon ve lezyon ilerler [24, 66-68].

Plateletlerm Lokositlern
Duz kas Kopuk lmere T lelerun futnas ve endotele
huclermm gocu alusumu aktivasvonu TSI Pubmumas] ve giisi

Sekil 2.5. Aterosklerozda yagli cizgilenme olusumu [66]

2.8.2. Lezyonun ilerlemesi

Yagh cizgilenmelerden daha kompleks aterosklerotik plaklarin olusumunda,
diiz kas hiicreleri (DKH) rol alir. Yagh c¢izgilenme olustugunda, makrofajlardan
salinan sitokinler ve biiytime faktorlerinin etkisiyle, DKH media tabakasindan
intimaya go¢ eder. DKH, elastin, kollojen gibi ekstraseliiler matriks proteinlerini
sentezleyerek, fibroz kapsiil olusumunu tetiklerler. Lezyonun ilerlemesini etkileyen
diger bir noktada, monosit/makrofaj ve lenfositler arasindaki etkilesimdir.
Lenfositler, monositler gibi kemoatraktanlarin etkisiyle subendotelial alana gecer. T
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hiicrelerinin intimal alanda okside LDL, viral ajanlar, 1s1 sok proteinleri gibi
antijenlerle karsilagsmasi, daha fazla sitokin salinimi ile sonuglanir [24, 66]. Bu
salinim lezyon ilerlemesini tetikler.

Makrofa) bk Nekrotik kot Fibroz kapsul olusumu
olusumm

Sekil 2.6. Aterosklerotik lezyon olusumu [66]

2.8.3. Plak Ruptiirii ve Tromboz

Ug fiziksel hasar tipi, plak riiptiiriine ve tromboza sebep olur. Birincisi, lokal
inflamatuar mediatorler araciligiyla olusan endotel hiicre hasar1 ya da o6limi ile
sonuglanan endotel hiicrelerinin yiizeysel erozyonudur. ikincisi, aterosklerotik plak
icindeki mikro damarlarin parcalanmasi, plak i¢inde hemorajiye ve tromboza,
sonucta da plak ruptiiriine sebep olmasidir. Ugiinciisii ise, plak fibroz kapsiiliiniin
yirtilmas1t ve bunu takiben doku faktdrlerinin koagulasyon faktdrlerine maruz
kalmasidir [24].

Normal hemostatik kosullarda, fibrinolitik mekanizmalar, prokoagulan
yollardan baskindir ve plak riiptiiriinun ilerlemesi ve klinik olarak koroner olaylar
engellenir. Trombosit aktivasyonu trombus olusumunun asil sebebidir. Normal
kosullarda, saglam endotel, trombosit aktivasyonunu Onler, fakat aterosklerotik plak
hasarlandiginda ya da yirtildiginda dolasimdaki trombositler, subendotelial kollojen
ve von willebrand faktor ile etkilesir. Ayrica, plak riiptiiriinun 6nciliik ettigi doku
faktorleri ile koagulasyon faktér VII'nin etkilesimi, intrensik ve ekstrensik
koagulasyon kaskadlarinin aktivasyonuna sebep olur. Bu etkilesimler trombosit
aktivasyonuna ve tromboza sebep olur [24, 66].
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Plak nuphum Fibroz kapsulun mcelmes: Plak mikrodamarlarnda
hemorap

Sekil 2.7. Fibroz plak [66]

2.9. Aterosklerotik Hayvan Modelleri

Rekombinant deoksiriboniikleik asit (DNA) revoliisyonu, biyomedikal
arastiricilar igin, kalp hastaliklar1 gibi bir¢ok karmasik insan hastaligin, genetik ve
molekiiler temelini aragtiracak teknolojiyi saglamistir. 1990°1u yillarda, molekiiler
genetik teknikleri ile kardiyovaskiiler hastaliklarin bir¢ok yoniinii inceleyebilecek
hayvan modelleri olusturulmustur. Giiniimiize kadar yapilan hayvan c¢alismalari,
kardiyovaskiiler ~ hastaliklarin  genetik  ve  molekiiler = mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda, en kullanigh hayvanlarin fareler oldugunu ortaya koymustur [18].

Gegmisten  glinlimiize, kardiyovaskiiler = hastaliklarin ~ patogenezinin
belirlenmesinde ve tedavi protokollerinin gelistirilmesinde, birgok deneysel hayvan
modeli kullanilmigtir. Deneysel aterosklerozda kullanilan ilk hayvan modeli 1908
yilinda Ignatowski tarafindan gergeklestirilmis ve yiiksek protein diyeti ile beslenmis
tavsanlarda, aortun intima tabakasinda genisleme goriilmiistiir [18]. Tavsanlar,
spontan ateroskleroz gelistirmemelerine ragmen, kolesterol maniiplasyonlarina
duyarli olduklar1 ve kisa siirede lezyon gelistirdikleri i¢in kullanishh hayvanlardir.
Tavsan caligmalarinda karsilasilan en Onemli problem, insanda go6zlenen
ateroskleroza kiyasla daha yagli ve makrofajdan zengin lezyonlar goriilmesi ve
kolesterol diizeylerinin insanla kiyaslanamayacak diizeye yiikselmesidir.

Ateroskleroz calismalarinda kullanilan diger hayvanlar, sican, kopek,
primatlar ve domuzdur. Sicanlar ve kopekler, spontan ateroskleroz gelistirmedikleri
ve vaskiiler lezyonlarin olusturulmasi amaciyla icerigi degistirilmis diyetlerle
beslenmeleri gerektiginden, ateroskleroz i¢in uygun modeller degildir. Domuzlar ve
maymunlar, insan aterosklerotik lezyonlarini izlemek i¢in uygun modellerdir ancak,
giinimiizde maymunlar tiirlerinin yok olma tehlikesi sebebiyle koruma altinda
olduklarindan, temini ve bakimindaki yiiksek maliyetten dolay1 kullanilmamaktadir.
Domuzlar, normal domuz diyeti ile beslendiklerinde ateroskleroz gelistirmekle
birlikte, yiiksek kolesterollii diyet ile beslendiklerinde meydana gelen aterosklerotik
lezyon, insandaki lezyonlara ¢ok benzerdir. Ancak, bakimlarinda bir¢ok
laboratuvarda bulunmayan 6zel kosullarin gerekmesi, yiiksek maliyet ve homojen
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kolonilerin elde edilmesindeki problemler, bu tiirlin deneysel arastirmalarda
kullanilmasindaki zorluklardir [69].

Aterosklerotik c¢alismalar 1992 yilina kadar daha c¢ok tavsan, domuz ve
maymunlar ile yapilmistir. Son yillarda aterojenik mekanizmalarin aydinlatilmasinda
fare modelleri kullanilmaya baglanmistir. Fare, insandan sonra genomu ortaya
cikarilan ikinci memeli olarak aragtiricilara baska hi¢cbir memelinin sunmadigi
genetik ve molekiiler imkanlar sunmaktadir. Farenin memeli olmasi arastirmalarda
en fazla tercih edilen model sistemi olmasinin en belirgin nedenidir. Kii¢lik olmasi
nedeniyle bakimi kolay ve ekonomiktir. Kisa dmiire (~2-3 yil) ve kisa jenerasyon
stiresine (~10 hafta) sahiptir. Gebelik stireleri 19-21 giin olup, irkina bagh olarak 3-9
yavru verebilir. Kisa siirede ve kolay tiretilebilir olmalari, az alanda bir¢ok farenin
barinabilmesi ve en Onemlisi kisa siirede ateroskleroz gelistirmeleri, maliyeti
diisiirmekte ve deneysel ¢alismalarda avantaj saglamaktadir [18, 70].

2.9.1. Aterosklerotik Fare Modelleri

C57BL/6 soyu hari¢ diger fareler, yiiksek antiaterojenik HDL, disiik
proaterojenik LDL ve VLDL diizeylerinden dolayi ateroskleroza oldukca direnglidir.
Bilinen hi¢bir fare soyu, normal diyetle spontan olarak arterosklerotik lezyon
gelistirmemektedir. Giiniimiizde aterosklerotik fare modelleri, genetik ya da diyetsel
mantiplasyonlarla, lipoprotein metabolizmasinda degisiklik olusturulmasi temeline
dayanmaktadir [18, 70, 71].

Ik fare modeli, 1960’11 yillarda Wissler laboratuvarlarinda, 6zel bir diyet ile
aterosklerotik lezyon gelistiren fare modelidir. %30 yag, %S5 kolesterol ve %2 kolik
asitten olusan diyetle beslenen farelerde ateroskleroz olusturulmus, fakat bu diyet
yiiksek toksisitesinden dolayi kilo kaybina, 6liimciil solunum enfeksiyonlarina sebep
olabildiginden, ilerleyen zamanda Paigen ve arkadaslar1 bu diyeti, %15 yag, %1.25
kolesterol ve %0.5 kolik asit seklinde modifiye etmis ve “Paigen diyeti” olarak
adlandirmistir. Her ne kadar bu diyet modeli yaygin olarak kullanmilmigsa da
aterosklerotik lezyon patolojisi, insan ateroskleroz modelini tam olarak
yansitmadigindan Hayek ve arkadaslari, eski Amerikan diyetine benzer bir
kompozisyona sahip, Paigen diyetinden daha fizyolojik olan %21 yag, %0.15
kolesterolden olusan ve kolik asit icermeyen “Bat1 tipi diyeti” gelistirmistir. Diyet
indiikli fare modelleri, uzun yillar efektif olarak kullanilmissa da; lezyon alanlarinin
kiigiik ve yagli cizgilenmelerle sinirli olmasi, diyetlerin toksisitesi ve inflamatuar
yanitlarindan dolay1 elestirilmis ve arastirmacilar diyetsel maniiplasyonlar yerine
genetik modifikasyonlara yonelmistir [18, 70, 71]

Giliniimiizde, genetik olarak degisiklie ugratilmis (transgenik ve gen
hedeflenmis) fare modelleri tibbi aragtirmalarin vazgecilmez araglar1 haline gelmistir.
Fare genlerinin modifiye edilebilmesi, gen fonksiyonlarinin molekiiler ve hiicresel
diizeyde ortaya konularak organizmanin patofizyolojisindeki ve patolojisindeki
rollerinin anlagilmasina miikemmel bir yaklasim sunmaktadir. Bu sekilde insan
hastaliklarinin giivenilir olarak kopyalandigi ¢cok sayida model gelistirilmis olup, her
gecen giin yeni modeller eklenmektedir. Hastalilk modeli fareler, hastaliklarinin
temellerinin detayl incelenmesine olanak saglamalarinin yani sira, insanlar tizerinde
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klinik denemelere baslamadan 6nce 6zgiin tedavilerin veriminin arastirilabilecegi 6n
test sistemleri olarak kullanilmaktadir.

Bu alanda, ilk kez 1992 yilinda, Apolipoprotein E (ApoE) geni baskilanarak,
spontan olarak aterosklerotik lezyon gelistiren fare dizileri olusturulmustur. Bu
tarihten itibaren, kardiyovaskiiler c¢alismalarda, diyet indiiklii hiperkolesterolemik
hayvanlar yerine, genetik olarak manipiile edilmis fare modellerinin kullanimi
giderek hizlanmistir [18].

Apolipoprotein E (ApoE), yaklasik 34 kilodalton (kD) molekiiler agirliginda,
insan ve farenin karaciger, beyin ve diger bazi dokularinda sentezlenen, basta LDL
olmak tizere tiim lipoprotein partikiillerinin yapisal bileseni olan bir glikoproteindir.
En onemli fonksiyonu, LDL (ApoB/E) ve hepatik ApoE (silomikron kalint1)
reseptorleri icin yliksek afiniteli ligand olmasi ve bu sayede dolasimdaki kolesteroliin
taginmasi ve hepatik yolla uzaklastirilmasini saglamasidir. Bununla beraber, ApoE
proteininin  lipoproteinlerin ~ klirensini ~ diizenlemenin  yanisira  antioksidan,
antiproliferatif, antiinflamatuar, antitrombosit ve NO olusturucu o&zellikleri ile
antiaterojenik oldugu diisiiniilmektedir. ApoE polipeptidi fonksiyonel degilse ya da
bulunmuyorsa, dolasimdaki kolesterol miktar1 artmakta ve sonugta spontan olarak
ateroskleroz gelismektedir [14, 15, 18].
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Sekil 2.8. Normal ve ApoE knock out farelerde sivi kromatografisi ile lipoprotein fraksiyonlarinda
kolesterol konsantrasyonlari [18]

Apo E knock-out (Apo E™) fareler dogduklarinda saglikli olmalarma ragmen
normal farelerle kiyaslandiklarinda, yiliksek plazma lipid profiline sahiptirler ve hizli
bir sekilde ateroskleroz gelistirirler (Sekil 2.8). ApoE™ farelerde goriilen lezyonlar
insanlardakine ¢ok benzerdir ve diger diyet indiiklii hayvan modellerinden farkli
olarak zaman iginde erken yagl ¢izgilenmelerden daha kompleks lezyonlar olusur.
Bu siire¢ yagh ve yiiksek kolesterollii diyetle hizlandirilabilir [70]. Genetik olarak
manipiile edilmis ApoE” fareler, erken ve ilerlemis aterosklerozda ilaglarin ve
diyetsel faktorlerin etkilerini incelemek i¢in son zamanlarda en yaygin kullanilan
hayvan modelidir [70-73].

2.10. Proteomik

Genom projesinin tamamlanmasi, hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin
anlasilmas1 igin bir temel olusturmustur. Insanlarda 30 000-40 000 gen ve bu
genlerin tanimladig1 40 000 protein belirlenmistir. Bu say1 RNA splicing ve yaklasik
200 farkli post-tanslasyonel modifikasyonla 2 000 000’¢ ulagmaktadir.
Fosforilasyon,  glikozilasyon,  asetilasyon, = deaminasyon,  farnezilasyon,
miristolizasyon,  palmitolizasyon = ve  proteoliz  gibi  post-translasyonel
modifikasyonlar, diger biyomolekiillerle etkilesimi ya da hiicresel lokalizasyonunu
degistirerek, proteinin fonksiyonunu diizenlemektedir [11]. Genomik teknolojisi
hastalikla ilgili gen aktivitesi hakkinda bilgi vermesine ragmen, proteinlerin post-
translasyonel modifikasyonlarini1 belirleyememektedir. Sonugta, ne genomik sekans
ne de transkripsiyonel profil, direk olarak protein ekspresyonu ile uyumlu
olmadigindan, proteinlerin incelenmesi giderek 6nem kazanmaktadir [11, 74-77].

Proteinleri tanimlamak, hiicre i¢i ekspresyon miktarini belirlemek, li¢ boyutlu
yapisint ve etkilesimini incelemek i¢in bir¢cok teknoloji kullanilmistir. Genom
tarafindan eksprese edilen tiim proteinleri tanimlamak i¢in ‘proteom’ terimi
kullanilmaya baglanmistir. Proteomun incelenmesi de ‘proteomik’ ¢alisma alanini
olusturmaktadir [77]. Proteomik, bir hiicre, doku veya organizma proteomunun
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bliyiik boyutlarda ve sistemetik olarak incelenip tanimlandigi yeni bir teknolojidir
[75, 76].

Proteomik calismalarin temeli, incelenecek numunenin hazirlanmasi,
proteinin ayrigtirilmasi, goriintiilenmesi ve tanimlanmasi basamaklarini igerir.
Protein ayristirilmast i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilan ve proteomik teknolojisinin
¢ekirdegini olusturan 2 yonlii elektroforez (2DE), ilk defa 1975 yilinda O'Farrell ve
Klose tarafindan tanimlanmis ve protein karisimlarindan tek tek proteinleri ayirmak
icin kullanilmistir [76, 78, 79]. Fakat standartlarin eksikliginden dolay1 proteinlerin
tanimlanmasinda kisitlamalar yasanmistir. Giinlimiizde protein tanimlanmasi
amaciyla kiitle spektrometrisi (MS) kullanilmaktadir. 2DE ve MS tekniklerinin
birlikte kullanilmasi yeni bir arastirma alan1 ortaya c¢ikmistir. 2DE ve MS
tekniklerinin birlikte kullanilmasi temeline dayanan ve proteomik c¢aligmalarda
kullanilan benzer iki yontem, matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ucus
zamanlt kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-MS) ve ylizeyi genigletilmis lazer
desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamanli kiitle spektrometresi (SELDI-TOF-MS)
yontemleridir [75, 80]. Calismamizda kullandigimiz SELDI-TOF-MS yontemi,
proteomik ¢alismalarda kullanilan en son teknolojilerden biridir.

2.10.1. SELDi-TOF-MS

SELDI-TOF-MS teknolojisi, ii¢ ana bilesenden olugmaktadir: ProteinChip
Array, kiitle analizorili, ve veri analizi yazilim (software) programi. ProteinChip
Arrayler, SELDI-TOF-MS teknolojisinin kalbini olusturur. Array chipleri, 8 ya da 16

adet 2mm capinda spesifik kromatografik yiizey igeren,
alimiinyum

uzunlugunda

chiplerdir.

Bu

teknoloji,

HPLC ya da

I0mm x 80 mm
gaz

kromatogrofisinden farkli olarak protein eliisyonunu degil, tutunumunu hedefler.

§ 3 | ! ;.\'O‘ ”(’", A".;"TAT' ~4 ¥ £ ’[\/ Q i ”. £ ;
iy Sy v T ST
Hidrofobik Anyonik Katyonik Metal fyon Hidrofilik
Tryo R _f,,_‘ ™
Aktif yiizey Antikor-Antijen Reseptor-Ligand DNA-Protein

Sekil 2.9. Degisik ProteinChip yiizeyleri. [81]

Bu yontemde proteinler selektif olarak kimyasal ya da biyokimyasal yollarla
modifiye edilmis bir yiizeye tutunmakta, tutunmayan artiklar tamponla yikanarak
ortamdan uzaklastirilmaktadir. Ozel maddelerle muamele edilerek aktive edilen
iyonlar, lazerle uyarilarak 6zel bir kolonda hareket etmektedir. Incelenen
numunedeki proteinler, kolon boyunca kiitlelerinin yiiklerine oranina (m/z) gore
ilerleyerek ayrilir. Kolon sonundaki dedektore gelen iyonlar kiitle spektrometrisi
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yardimiyla belirlenir. Okumalar, spektrum piki seklindedir. Proteinin spektrumdaki
yeri, o proteinin ugus zamanina baglidir. Kiigiik proteinler biiyiik olanlardan daha
hizli ugar. Deney sonunda dedektdrce algilanan veriler uygun programlar (software)
kullanilarak degerlendirilir. SELDI-TOF-MS yo6nteminin en biiylik avantaji, idrar,
plazma, kan, barsak sivist ya da hiicresel sekresyon gibi ¢esitli 6rneklerin analizinin
yapilabilir olmasi ve az miktarda numunenin yeterli olmasidir [80, 82-84].

Her bir chip yiizeyi, islem gérmemis biyolojik 6rneklerdeki proteinlerin genel
ya da spesifik ozelliklerine gore ayirmmini saglar. Chipler, kimyasal (anyonik,
katyonik, hidrofobik, hidrofilik, metal) ya da biyokimyasal olarak (antikor, reseptdr,
DNA, enzim) modifiye edilmis yiizeyler icerir (Sekil 2.9). Biyokimyasal bir ajanla
(antikor gibi) hazirlanmis yiizeyler, spesifik olan tek bir hedef proteini baglarken,
kimyasal Ozellikler kullanilarak hazirlanan ylizeyler, yilizey 6zelligini iceren tiim
protein siniflarini baglar.

SELDI-TOF-MS teknolojisinin en Onemli avantaji, ham ve kompleks
orneklerle yiiksek kalitede 6lgiimler yapilabilmesidir. Serum, idrar ya da plazma gibi
biyolojik sivilar, herhangi bir 6n islem yapilmadan direk olarak kromatografik chip
ylizeyine uygulanabilir. Diger 6nemli bir avantaj da az hacimli 6rneklerle protein
biyomarkir taramasi yapilabilmesidir [80]. Incelenen numuneden alman birkag
mikrolitrelik hacim direk olarak ya da biyoprosesor denen yardimci aparatlarla (Sekil
3.1) chip yiizeyine uygulanabilir. Uygulama ardindan baglanmayan proteinler,
interferans verebilecek maddeler, deterjanlar, tuzlar ve lipidler uygun ¢oziicii ya da
tamponlarla yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Chipler kurutulduktan sonra Energy
Absorbing Molecule (EAM) ¢ozeltisi eklenir ve okuyucu sistemde (kiitle analizorii)
analiz edilir.

Kiitle analizorii, lazer kaynagi iceren lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus
zamanli-kiitle spektrometri LDI-TOF-MS cihazidir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. SELDI-TOF-MS sisteminin sematik goriintiisii [81]

Lazer aktivasyonu ile indiiklenen chip yiizeyine baglh proteinler, yiiklii iyon
ya da iyon parcalar1 olusturarak, sistemin manyetik ya da elektrik alan iceren tiip
kisminda hareket eder ve burada proteinler kiitlelerinin yiiklerine oranit (m/z)
temeline gore ayrilirlar. YUkl iyonlar, detektdre carpinca yarattiklari akimlarla
belirlenirler. Ortaya ¢ikan kiitle spektrogrami bir seri pikten olusur ve her pik degisik
kiitle/yiik oranina sahip degisik bir iyonu ifade eder. Dedektore gelen veriler, sisteme
bagl bir bilgisayarda 6zel yazilim programlar1 kullanilarak analiz edilir. Yazilim
programi, pik olarak belirlenen sonuglar1 tek yonlii jel elektroforez goriintiisii gibi
farkl sekillerde de simiile edilebilir [80, 81, 85].

2.10.2. Proteomik ve Ateroskleroz

Giliniimiizde aterosklerotik hastaliklarin tani ve takibinde biyokimyasal ve
radyolojik tetkikler kullanilmaktadir. Goriintiileme esasina dayanan, doppler ultrason
ve anjiografi gibi teknikler, hastaligi izlemede etkin olmalarmma ragmen, maliyet
acisindan pahali yontemlerdir. Diger taraftan, viicut sivilarinda ateroskleroz
gelisiminin gostergesi olabilecek farkli biyomarkirlar 6ne siiriilse de, ateroskleroz
tan1 ve takibi i¢in tam bir biyomarkir bulunabilmis degildir. C-reaktif protein, okside
olmus diisiik yogunluklu lipoprotein (okside LDL) gibi belirtecler aterosklerozda
bagimsiz biyomarkirlar olarak dikkat ¢ekmekte, ancak damar duvarindaki lezyonlari,
lezyon stabilligi ya da gelisimindeki klinik degisiklikleri belirleyemediginden, klinik
takipte tam olarak kabul gérmemektedirler [1]. Giiniimiize kadar ateroskleroz ile
ilgili yapilan biyokimyasal ve genetik caligmalar, aterosklerozun tani ve takibi i¢in
yeterli olmamigtir. Gen diizeyinde yapilan ¢alismalar, 200 den fazla post-
translasyonel modifikasyona ugrayarak farkli fonksiyonlar kazanan ve farkli yerlerde
lokalize olan protein degisikliklerini belirlemede ve agiklamada yetersiz kalmaktadir.
Gen ekspresyonlarinin daha anlamli olabilmesi, ekspresyon iriinlerinin, diger bir
deyisle hastalik fenotipinin asil biyolojik belirtecleri olan proteinlerin
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karakterizasyonu ile miimkiindiir [11]. Bir hiicrenin, organin ya da organizmanin
fenotipi, anlik proteomik degisikliklerle yansitilir.

Proteomik kelimesi ilk 1995’de kullanilmasina ragmen, bu teknolojinin
kullanildig: klinik ve biyomedikal alandaki ¢alismalar, son yillarda hiz kazanmistir.
Glinlimiizde hastalik mekanizmalarmin anlagilmasi, hastaligin gelisiminin ve
tedavinin etkinliginin izlenmesi, erken teshis i¢in yeni biyomarkirlarin belirlenmesi
ve ilag gelistirme caligmalarinda proteomik teknolojisinin kullanilmasi 6nem
kazanmaktadir [74, 86]. Kanser, Alzheimer hastalii, romatoit artirit ve kalp
hastaliklar1 en ¢ok ¢alisma yapilan alanlarin basinda gelir [87]. Rutin uygulamaya
tam olarak katilmasa da tanimlanan protein markirlarinin hassasiyeti ve duyarliligi,
halen kullanilmakta olan markirlardan ¢ok daha iyidir. Bu alanda en biiyiik gelisme
kanserde izlenmistir. Kardiyovaskiiler alandaki ¢aligmalar daha c¢ok yenidir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgili proteomik calismalar hiz kazanmasina ragmen,
ateroskleroz gelisiminde proteinlerde ne tiir degisiklikler meydana geldigi sorusuna
kapsamli bir cevap heniiz verilememistir.

Ateroskleroz patogenezinin arastirildigi, ApoE™ farelerle yapilan onceki
calismalar, ApoE ile iliskili degisiklikleri, transkriptomik olarak ortaya
koymustur[88, 89]. Bununla beraber, mRNA transkripsiyonundan elde edilen protein
ekspresyon analizleri yetersiz kalmakta ve en Onemlisi post-translasyonel protein
degisiklikleri hakkinda bilgi verememektedir [90]. Bu amagla aterosklerozla ilgili
son c¢aligmalar, proteomik teknolojisi iizerinde yogunlasmistir [12, 13, 77, 91].
Yapilan calismalarin ¢ogunda, vaskiiler doku ve hiicreler, doku sekretomu ve hiicre
kiiltiirleri, 2DE ve MS kullanilarak incelenmigtir. Farkli eksprese olduklari
yaymlanan birka¢ protein, heniliz biyomarker olarak tanimlanmamigtir. HSP-27,
Katepsin D, kontrol ile aterosklerotik durumda ekspresyonu degisen proteinlerdendir
[92].

2.11. Darbepoetin-a

Eritropoez-stimiile edici proteinler (rekombinant insan eritropoietini (rHu-
EPO), darbepoetin) kronik bobrek yetmezligi, kanser ve kronik kalp yetmezligi gibi
hastaliklarla iliskili anemi tedavisinde basar1 ile kullanilmaktadir [93-97].

Eritropoietin (EPO), 30 kD agirliginda, 165 amino asit ve 4 karbonhidrat
zincirinden olusan, 1s1 ve pH’a dayanikli bir glikoproteindir [95]. Moliikiil kiitlesinin
%60’1 amino asit, %40’1 karbonhidrattir. Oligosakkarit zincirleri, molekiile 1-O-
glikozidik ve 3-N-glikozidik bagla baglanir. Bu zincirler negatif yiiklii siyalik asit
molekiilii ile sonlanir. Genelde karbonhidrat molekiilleri notr iken, siyalik asit
rezidiilerinin sayisi, EPO’nun net negatif yiikiinde belirleyicidir. Yapisindan dolay1
rHu-EPO, maksimum 14 siyalik asit rezidiisli igerebilir. Darbepoetin molekiilii bu
actidan rHu-EPO’dan farkhidir. 5-O glikozidik bagla baglanmis oligosakkarit
rezidiileri igerir, molekiiler agirligi 37 kD’dur ve kiitlesinin %51°1 karbonhidrattir.
165 amino asitlik iskelete baglanan bu ek zincirler molekiiliin ii¢ boyutlu yapisim
degistirmezken, yar1 Omriinii uzatir (yaklasik 3 kat), biyolojik aktivitesini artirir ve
reseptOr afinitesini diisliriir. In vitro ortamda darbepoetinin EPO reseptoriine
afinitesi, rHu-EPO’dan dusiiktiir, fakat bu durum in vivo etki kaybina sebep olmaz
[96-98].
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Hematopoetik sistemde EPO’nun primer fonksiyonu, spesifik hiicre
reseptorleri araciligiyla kirmiz1 kan hiicrerinin iiretimini diizenlemektir. Eritropoezin
primer diizenleyicisi olan EPO, kemik iliginde eritrositlerin onciilii olan hiicrelerin
ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak, proliferasyonu, farklilagsmay1 ve
hayatta kalmay1 destekler, apoptozisi inhibe eder. Temel iiretim yeri bobrekler ve az
miktarda da karacigerdir. EPO sentezini, bobrekte bulunan oksijen sensdrleri kontrol
eder. Doku hipoksisi, hormon sentezini arttiran temel uyarandir. Eritropoietin artinca
eritropoez de artar. Hipoksi sonlandiginda eritropoietin liretimi de normale doner.

EPO, hematopetik sistem disinda bir¢ok hiicresel yolaga da etki eder.
Endotelial progenitdr kok hiicrelerin sayisini ve aktivitesini arttirarak, neoanjiogenezi
diizenler [99, 100]. EPO ayrica endotelial ve miyokardial hiicrelerin hasarinda
apoptotik mekanizmalar1 ve inflamatuar hasar1 inhibe eder. Benzer korumayi, kan
damarlarinda, bobreklerde, gézde, merkezi ve periferal sinir sisteminde de yapabilir
[99, 100]. Hayvanlarda miyokart infaktiisiiniin indiiklenmesi sirasinda EPO
uygulanmasi, hem infarkt alanin1 azaltmis, hem de kardiyak fonksiyonlar1 belirli bir
diizeyde korumustur [99, 100].
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MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Bu c¢aligsmada, aterosklerozun erken donemindeki protein profilini belirlemek
icin, genetik olarak modifiye edilmis homozigot Apolipoprotein E yetmezlikli
(ApoE™) fareler ve kontrol olarak C57BL/6J fareler kullanildi. Erkek, homozigot
ApoE™" fareler, Taconic Laboratuvarlarindan (Danimarka), yas ve cinsiyet uyumlu,
ApoE geni disinda ayn1 genetik yapiya sahip C57BL/6J fareler Akdeniz Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan (Antalya) 3—4 haftalikken temin edildi. Tiim
fareler deney siiresi boyunca, 151k (12 saat aydinlik-karanlik dongiisii), 1s1 (22+2 °C)
ve nem (%50+5) kontrollii, 6zel bir laboratuvarda, filtreli kafeslerde tutuldu ve
normal ¢esme suyu ve standart fare yemi ile beslendi. Yapilacak ¢alisma ile ilgili
5.6.2006 tarih ve 2006/17 sayili Etik Kurul raporu, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Bakim ve Kullanim Kurulundan alinarak ¢calismaya baslandi.

Yurtdisindan temin edilen ApoE'/' fareler, karantina ve yeni ¢evrelerine uyum
siirecinde 21 gilin normal igme suyu ve standart diyetle beslendi. Karantina siiresinin
sonunda, ApoE”" fareler, 4 deney grubuna ayrildi. ApoE” farelerin verileriyle
karsilastirmak i¢in, ayn1 soydan (C57BL/6J) ApoE pozitif farelerle kontrol grubu
olusturuldu. Farelerin sayist her grup i¢in 10 hayvan olacak sekilde planlandi.

3.1.1. Deney Gruplar

Ateroskleroz Gruplar [ApoE yetmezlikli (knock-out) fareler]

Grup 1: Lezyon gelismeden dnce darbepoetin-a tedavisi uygulanan grup
Grup 2: Lezyon gelismeden dnce salin (serum fizyolojik) uygulanan grup
Grup 3: Lezyon gelistikten sonra darbepoetin-a tedavisi uygulanan grup
Grup 4: Lezyon gelistikten sonra salin uygulanan grup

Kontrol Grubu [ApoE pozitif fareler]
ApoE yetmezlikli (knock-out) farelerle ayni soydan gelen ApoE pozitif farelerle
(C57BL/6J) kontrol grubu olusturuldu.

3.1.2. Tedavi Plani ve Uygulama

Aterosklerozun erken evresinde ortaya ¢ikan degisiklikleri izlemek amaciyla
ApoE yetmezlikli (knock-out) Grup 1 ve Grup 2 tedavi periyoduna alindi. Grup 1’e,
0.1 mikrogram/kilogram/hafta Darbepoetin-a. (Aranesp, Eczacibasi, Tiirkiye); Grup
2’ye ise salin intraperitoneal olarak enjekte edildi. Darbepoetin-o.  (Aranesp)
enjeksiyonluk ¢ozeltisi, kullanima hazir dolu enjektérden alinarak farelerin
agirliklarina gore salin ile diliie edilerek hazirlandi. Tedavi siiresi farelerin
aterosklerotik plaklarindaki gelisme takip edilerek, lezyon gelisimi histopatolojik
olarak belirlendiginde (20 hafta) sonlandirildi.
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Histopatolojik calismalarla aterosklerotik plak gelisimi gosteren farelerde,
aterosklerozun ileri evresinde ortaya ¢ikan degisiklikleri izlemek amaciyla, ApoE
yetmezlikli (knock-out) Grup 3 ve Grup 4 tedavi periyoduna alindi. Grup 3’e, 0.1
mikrogram/kilogram/hafta Darbepoetin-oi; Grup 4’ye ise salin intraperitoneal olarak
enjekte edildi. 20 hafta sonunda tedavi sonlandirildi.

3.1.3. Orneklerin Eldesi

Yirmi haftanin sonunda, kontrol ve aterosklerotik farclerden eter anestezisi
altinda, abdominal aortadan kan 6rnekleri toplandi. 3 000g’de 10 dakika santrifiij
edilerek serum ornekleri ayrildi. Proteomik analizler ic¢in ayrilan serum oOrnekleri
proteaz inhibitor kokteyli (P2714, Sigma) ilave edilerek -80°C’de donduruldu ve
kuru buz icinde Modena Universitesine gonderildi. Diger parametre dlgiimleri igin
ayrilan serum Ornekleri -80°C’de saklandi. Histopatolojik ¢alismalar i¢in, arkus aorta
bolgesini de iceren kalp dikkatlice cikarilarak, bag dokusu temizlendikten sonra
serum fizyolojik ile yikanarak, %10’luk formalin i¢inde fikse edildi.

3.2. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik calismalar yedi asamada gerceklestirildi. Bunlar; fiksasyon
(tespit), suyunu alma (dehidratasyon-sertlestirme), saydamlagtirma, parafinizasyon,
blok hazirlama (gémme), kesit hazirlama ve boyama islemleridir.

Kontrol (ApoE pozitif) ve aterosklerotik (ApoE yetmezlikli) farelerden
cikarilan kalp ve damar 6rnekleri, %10'Tuk formalin i¢ine alindi. Dokularin iyi1 tespit
olmalart i¢in, 15 ml’lik falkon tiiplerinde, formalin ile 24 saat bekletildi. Fiksasyon
stiresi sonunda Ornekler, en az 3 saat, akan musluk suyu altinda yikandi. Dokunun
sertlesmesi ve ornek icindeki suyun alkolle yer degistirmesini saglamak i¢in 24 saat
% 70 alkol, 24 saat % 80 alkol, 24 saat % 90 alkol ve 4 saat % 100 alkol i¢inde
bekletildi. Alkolle inkiibasyon siireleri sonunda doku igindeki alkoliin ksilol ile yer
degistirmesi, 5’er dakikalik 3 yikama ile gerceklestirildi ve doku saydamlastirildi.
Parafinizasyon islemi sirasinda saydamlastirilan dokular, 56°C’lik parafinde 3 saat
bekletildi. Her saat basinda dokunun i¢inde bulundugu parafin yenilendi. Sonucta
dokular kesilebilir sertlige ve saydam hale getirildi. Sertlestirilen dokular, kesilecek
ylizleri alt tarafa gelecek sekilde parafin i¢cine gomiilerek bloklar hazirlandi. Parafin
bloklardan, mikrotom ile ince kesitler elde edildi. Bu kesitler 37-40 C° sicakliktaki
su banyosuna konuldu. Oradan da lam {izerine alindi. Lamlar 60 C° lik etiivde 1-2
saat silire ile bekletilerek doku iizerindeki parafin uzaklastirildi. Preparatlar tim
parafinin temizlemesi ve saydamlagmasi i¢in, 20 dakika ksilolde tutuldu. Daha sonra
absolu ve %96'lik alkolde S5'er dakika tutulduktan sonra, eosin ve hemotoksilen ile
boyandi.
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3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Trigliserid Tayini

Trigliserit dl¢limleri, ticari bir kit (Katalog no: 11730711. Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) kullanilarak Roche Hitachi Modular P800-ISE otoanalizdriinde
yapildi.

Prensip: Triagilgliseroller (trigliseritler) lipaz enzimi ile gliserol ve yag asidlerine
hidroliz edilir. Gliserol, gliserokinaz enzimiyle ATP gerektiren bir reaksiyonla
gliserol-3-fosfata katalizlenir. Gliserol-3-fosfat, gliserolfosfat oksidaz katalizli bir
reaksiyonla, dihidroksiaseton fosfat ve H,O,'ye okside olur. Hidrojen peroksit, 4-
aminofenazon ve 4-klorofenolden, peroksidaz enziminin katalitik etkisiyle indikator
madde olan 4-(p-benzoquinon-monoimino)-fenazon olusturulur. Olusan renkli
bilesigin konsantrasyonu, 500 nm’de tayin edilir.

Trigliserit + 31,0 __LHiPoproteinlipaz  — gpserol + 3 RCOOH

Gliserokinaz

Gliserol + ATP » Gliserol-3-fosfat + ADP

Gliserolfosfat oksidaz

Gliserol-3-fosfat +O, » Dihidroksiasetonfosfat + H,0,

Peroksid
H,0, + 4-aminofenazon +4-klorofenol ki BN 4-(p-benzoquinon-monoimino)-fenazon + H,0 + HCI

3.3.2. Kolesterol Tayini

Kolesterol dl¢limleri, ticari bir kit (Katalog no: 11491458. Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) kullanilarak Roche Hitachi Modular P800-ISE otoanalizdriinde
yapildu.

Prensip: Kolesterol esteri, enzimatik olarak kolesterol esteraz ile hidroliz edilerek,
serbest kolesterol ve yag asitleri elde edilir. Kolesterol oksidaz, oksijen kullanarak
serbest kolesterolden kolest-4-en-3-on ve hidrojen peroksit (H,O,) olusumunu saglar.
H,0,, fenol ve peroksidaz varliginda indikator madde olan 4-aminofenazondan 4-(p-
benzoquinon-monoimino)-fenazon olusturulur. Kolesterol diizeyi ile dogru orantili
olarak olusan renkli bilesigin konsantrasyonu 500 nm’de tayin edilir.
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Kolesterol ester + H,0 _Kolesterol esteraz yjesterol + RCOOH

Kolesterol +O, Kolesterol oksidaz | Kolest-4-en-3-on + H,0,

H,O, + 4-aminofenazon + fenol Peroksidaz » 4-(p-benzoquinon-monoimino)-fenazon + 4 H,0

3.3.3. Protein Karbonil Gruplarimin Tayini

Protein karbonil oOlgiimleri ticari bir kit (Katalog no: 10005020. Cayman
Chemical Ann Arbor, MI) ile yapildu.

Prensip: Protein karboniller, dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyona girerek
Shiff bazi olustururlar ve son iirlin olarak gdsterilen protein hidrazon bilesikleri
meydana gelir. 360-385 nm’de absorbans veren bu bilesikler aracilig1 ile protein
karboniller spektrofotometrik olarak tayin edilir.

O.N
F
Protein"C=0 + H,NNH NO,
O,N
R
I
Protein*C=NNH NO, + Ho0
Ayrraclar:
1. Hidroklorik Asit (HCI)
2. DNPH
3. Trikloroasetik asit (TCA)
4. Guanidin Hidroklorit
5. Etanol
6. Etil Asetat

Yontem: Serum numunelerinden alinan 200’er mikrolitre (pul) 6rnekler numune tiipii
ve kontrol tiipii olmak iizere iki ayn tiipe aktarilir. Numune tiipiine 800 ul DNPH,
kontrol tiiptine 800 pl 2.5 M HCl ilave edilerek, 15 dakikada bir karistirilarak, 1 saat
inkiibe edilir. Daha sonra biitiin tliplere sirasi ile %20 ve %10’luk TCA eklenerek, 5
dakika inkiibe edilir ve her basamagin ardindan +4 C’de 10 000g’de 10 dakika
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santrifiij edilir. Pelet, etanol/etil asetat karisimi igerisinde resiispanse edilerek, +4
C™de 10 000g’de 10 dakika santrifiij edilir. Bu basamak iki kere daha tekrarlanip son
yikamadan sonra peletler, 500 pl guanidin hidroklorit igerisinde vortekslenerek
resiispanse edilir. +4 C’de 10 000g’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatan
absorbanslar1, 360-385 nm arasinda bir dalga boyunda plak okuyucu kullanarak
Olciliir.

Protein Karbonil diizeyinin hesaplanmasi: Kontrol o6rneklerinin ortalama
absorbansi numune Orneklerinin ortalama absorbansindan ¢ikartilarak bir absorbans
degeri elde edilir ve bu deger diliisyon faktori ile c¢arpilip, dinitrofenilhidrazinin
molar absorblama katsayisina boliinerek, karbonil diizeyi (mg/ml) olarak ifade edilir.

3.3.4. 8-Isoprostan Tayini

8-Isoprostan &lgiimleri ticari bir kit (Katalog no: 516351. Cayman Chemical
Ann Arbor, MI) ile yapildi.

Prensip: 8-isoprostan ve 8-isoprostan-asetilkolinesteraz konjugatinin sinirlt sayidaki

8-isoprostan-spesifik tavsan antikor baglanma bolgesi i¢in yarigmasi prensibine
dayanir.

Dokuyada  CHyO-Yag asidi

plazma |
fosfolipidler (,i[—{z.ou, Arasidonat R = (CHZ),N{CH3)4
CH»0-PO,-R*
0, or
]
CH,-O-Fatty Acid o
| p-Kiriima /
CH,-O-Peroxy Acid ——————  H
|
CH,-0-PO4-R* OH
4-hidroksinonenal
Yeniden

diger aldehitler

Diizenlenme
C Hz.O - Yaij asidi
észO- Endoperoksit
Cl}Hz-O-PO3-FI'

malondialdehit

OH
Hiicresel 12(S}-HHTrE
peroksidazlarca [12(S)-HHT]
indirgeme
?H
CH,-O = Yaj asidi “
. Fosfolipaz A, — 00H
CHy-O- Isoprostanlar ———
| 7 7
CHz'O'POS‘R* HO H
OH

B-soprostan (8-epi PGFy,)
+
dider cis-yan zincr zomerleri
+
lizo-fosfolipidier
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Ayiraglar:

Anti-IgG ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak
8-isoprostan antikoru

8-isoprostan asetilkolinesteraz konjugati
8-isoprostan standardi

Diliisyon tamponu

Yikama tamponu

Tween 20

Ellman Reaktifi

S A N

Yontem: Plagin uygun kuyucuklarina 50 pl numuneler ve standartlar eklenir. Plak,
50 ul asetilkolinesteraz bagli 8-isoprostan ilavesinden sonra oda 1sisinda 18 saat
inkiibe edilir. Baglanmayan molekiiller, %0.05 Tween 20 igeren 10 mM fosfat
tamponu (pH 7.4) ile bes kez yikanir. Reaksiyon, asetilkolinesterazin substrat1 olan
asetilkolin ile DTNB iceren Ellman reaktifi eklenmesiyle 60-90 dakika devam eder.
Enzimatik reaksiyon sonunda, DTNB ve asetilkolinden olusan, 5-thio-2-nitrobenzoik
asit’in verdigi renk 412 nm’de okunur.

O & ©
o,</°£%
0‘03 o
YYYYY YYYYY

\]/ Mouse monoklonal antikoru I} S-isoprostan antiserumu,

WO 3-isoprostan asetilkolinesteraz konjugatt,

(o] 8-isoprostan standard! ve numune eklenmesi

Aodod MRS

Badlanmayan moleklllerin Ellman Reaktifi ilavesi ile
yikanarak uzaklastirimas) reaksivon gergeklesmesi

8-Isoprostan diizeyinin hesaplanmasi: Serum 8-isoprostan diizeyleri, 0.8, 2.0, 5.1,
12.8, 32, 80, 200, 500 pg/ml’lik 8-isoprostan standartlarinin absorbans-
konsantrasyon grafigi kullanilarak hesaplanir.
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3.3.5. interl6kin-6 (IL-6) Tayini

IL-6 konsantrasyonlari, ticari bir kit (Katalog no: 550950. BD OptEIA, USA)
kullanilarak olg¢iildii.

Prensip: IL-6 metodu bir solid faz enzim-bagli immun deney (ELISA) yontemi olup,
"sandwich" prensibine dayanir.

Ayiraglar:

Anti-IL-6 monoklonal antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak
Biyotin bagl anti-IL-6 monoklonal antikoru

IL-6 standart1

Streptavidin-HRP

Diliisyon tamponu

Yikama tamponu

3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB)

Durdurma ¢ozeltisi

e N N

Yontem: IL-6’ya spesifik monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu plagin
tiim kuyucuklarina 50 pl diliisyon tamponu ve uygun kuyucuklarina 50 pl standart ve
numune eklenir. Plak iizeri kaplanarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilir. Inkiibasyon
stiresinin bitiminde plak icindeki sivi bosaltilir. Kuyucuklar yikama tamponu ile 5
kez yikanir. Hazirlanan biyotinlenmis IL-6 antikoru ve streptavidin-HRP konjugat
karisimi tiim kuyucuklara eklenir ve plak {izeri kaplanarak 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edilir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plak yikama tamponu ile 5 kez yikanr.
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) reaktifi eklenmesiyle, serumda bulunan IL-6
miktariyla dogru orantili olarak renkli {iriin olusur. Ortama asit eklenerek reaksiyon
durdurulur ve renkli iiriiniin 450 nm dalga boyundaki absorbans1 okunur.

IL-6 diizeyinin hesaplanmasi: Serum IL-6 diizeyleri, 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250,
500, 1000 pg/ml’lik IL-6 standartlarinin absorbans-konsantrasyon grafigi
kullanilarak hesaplanir.

3.3.6. Histamin Tayini

Histamin ol¢iimleri ticari bir kit (Katalog no: A05890. SPI BIO, Fransa) ile
yapildi.

Prensip: Sinirli sayidaki histamin-spesifik fare antikor baglanma bdlgelerine

histamin ve histamin-asetilkolinesteraz konjugatinin baglanmak i¢in yarigmasi
prensibine dayanir.
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Ayrraclar:
1. Monoklonal antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak
2. Histamin Antikoru
3. Histamin Asetilkolinesteraz konjugati
4. Histamin standart1 ve kontrol
5. Tirevlendirme tamponu
6. Tiirevlendirme reaktifi
7. Diliisyon tamponu
8. Yikama tamponu
9. Tween 20
10. Ellman Reaktifi

Okuma 412 nm

T T T Tfrd
. A
T MAb anti-histamin

Ml Derivated histamin
(standart yada numune)
Ellman Reaktifi

AChE

. Histamine- AChE tracer

'

immunolojik reaksiyon Yikama
AChE AﬁE AChE

| | inkiibasyon AChE A;E

rTT| LT TT

Yontem: Histamin standardi, kontrol, numuneler, diliisyon tamponu, tiirevlendirme
tamponu ve reaktifi ile iyice karistirilir. Mouse monoklonal antikor ile kaplanmis 96
kuyucuklu plak yikama tamponu ile bes kez yikanarak plak deneye hazirlanir. 100 pl
standart, kontrol ve numuneler kuyucuklara pipetlenir. 100 pl asetilkolinesteraz bagh
histamin ilavesinden sonra 4°C’de 24 saat inkiibe edilir. Baglanmayan molekiiller,
Tween 20 igeren yikama tamponu ile bes kez yikanir. Asetilkolinesterazin substrati
olan asetilkolin ile DTNB’yi i¢eren Ellman reaktifi eklenir. Enzimatik reaksiyon
sonunda DTNB ve asetilkolinden olusan, 5-thio-2-nitrobenzoik asit’in verdigi renk
405-414 nm arasinda okunur.
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Histamin diizeyinin hesaplanmasi: Histamin diizeyleri, 0.39, 0.78, 1.56, 2.13, 6.25,
12.5, 25, 50 nM’lik histamin standartlarinin absorbans-konsantrasyon grafigi
kullanilarak hesaplanir.

3.3.7. C-Reaktif Protein (CRP) Tayini

CRP konsantrasyonlari, ticari bir kit (Katalog no: 41-CRPMS-E01, Alpco
Diagnostics) kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip: CRP enzime bagli bir immun absorban deney (ELISA) metodu ile dlgtildii.
Bu c¢ift antikorlu ELISA y6ntemi olup, "sandwich" prensibine dayanir.

Ayrraclar:
1. Anti-CRP antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak
HRP bagli anti-CRP antikoru
CRP referans serumu
Kromojen-Substrat ¢ozeltisi
Diliisyon tamponu
Yikama tamponu
CRP Standard:
Durdurma ¢ozeltisi

i A

Yontem: CRP antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plagin uygun kuyucuklarina 100
pl diliisyon tamponu, referans serum, standart ve numune eklenir. 10 dakika oda
1s1sinda inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plak igindeki sivi bosaltilir.
Kuyucuklar yikama tamponu ile dort kez yikanir. Hazirlanan HRP bagli CRP
antikoru tiim kuyucuklara eklenir ve plak iizeri kaplanarak 10 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plak yikama tamponu ile dort kez
yikanir. TMB reaktifi eklenmesiyle serumda bulunan CRP miktartyla dogru orantili
olarak renkli {iriin olusur. Ortama asit eklenerek reaksiyon durdurulur ve renkli
iiriiniin 450 nm dalga boyundaki absorbans1 okunur.

CRP diizeyinin hesaplanmasi: Serum CRP diizeyleri, 0.39, 0.78, 1.56, 3.125, 6.25,
12.5, 25 ng/ml’lik CRP standartlarinin absorbans-konsantrasyon grafigi kullanilarak
hesaplanir.

3.3.8. E-Selektin Tayini

E-Selektin Olgiimleri ticari bir kit (Katalog no: MES00. R&D Systems,
Minneapolis, MN) ile yapildu.

Prensip: E-Selektin enzime bagli bir immun absorban deney metodu ile dl¢iildii. Bu
bir solid faz ELISA yoOntemi olup, "sandwich" prensibine dayanir.

Ayiraglar:
1. E-Selektin monoklonal antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak
2. HRP bagl anti-E-Selektin monoklonal antikoru
3. E-Selektin standard1 ve kontrol
4. Streptavidin-HRP
5. Diliisyon tamponlari
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Yikama tamponu
Hidrojen peroksit
Tetrametilbenzidin
Durdurma ¢ozeltisi

Al S o)

Yontem: E-Selektin monoklonal antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plaga, 50 pl
diliisyon tamponu ve uygun kuyucuklara 50 pl standart veya numunelerden eklenir.
Plak iizeri kaplanarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin
bitiminde plak igindeki siv1 bosaltilir. Kuyucuklar yikama tamponu ile 5 kez yikanir.
Enzim bagli monoklonal antikor tiim kuyucuklara eklenir ve 30 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plak yikama tamponu ile 5 kez yikanur.
H,0, ve tetrametilbenzidin reaktifi eklenmesiyle serumda bulunan E-Selektin
miktariyla dogru orantili olarak renkli {iriin olusur. Ortama asit eklenerek reaksiyon
durdurulur ve renkli iiriiniin 450 nm dalga boyundaki absorbans1 okunur.

E-Selektin diizeyinin hesaplanmasi: Serum E-Selektin diizeyleri, 15.6, 31.2, 62.5,
125, 250, 500, 1000 pg/ml’lik standartlarinin absorbans-konsantrasyon grafigi
kullanilarak hesaplanir.

3.3.9. intraseliiler Adezyon Molekiilii-1 (ICAM-1) Tayini

ICAM-1 konsantrasyonlari, ticari bir kit (Katalog no: 633215, Pierce
Biotechnology, IL, USA) kullanilarak 6l¢iildii.

Prensip: ICAM-1, enzime bagli bir immun absorban deney (ELISA) metodu ile
Olcldii.

Ayiraglar:

Anti-ICAM-1 antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak
HRP bagl anti-ICAM-1 antikoru

ICAM-1 standard:

Diliisyon tamponlari

Plak reaktifi

Yikama tamponu

TMB reaktifi

Durdurma ¢ozeltisi

e A N

Yontem: ICAM-1 monoklonal antikoru ile kaplanmig 96 kuyucuklu plaga 50 ul plak
reaktifi ve uygun kuyucuklara 50 pl standart ve numune eklenir. Plak iizeri
kaplanarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plak
icindeki siv1 bosaltilir. Kuyucuklar yikama tamponu ile 5 kez yikanir. Hazirlanan
HRP bagli ICAM-1 antikoru tiim kuyucuklara eklenir ve plak iizeri kaplanarak 1 saat
oda 1s1sinda inkiibe edilir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde plak yikama tamponu ile 5
kez yikanir. TMB reaktifi eklenmesiyle serumda bulunan ICAM-1 miktariyla dogru
orantili olarak renkli iiriin olusur. Ortama asit eklenerek reaksiyon durdurulur ve
renkli iiriiniin 450 nm dalga boyundaki absorbansi okunur.
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ICAM-1 diizeyinin hesaplanmasi: Serum ICAM-1 diizeyleri, 0, 25.6, 64, 160, 400,
1000 ng/ml’lik ICAM-1 standartlarinin absorbans-konsantrasyon grafigi kullanilarak
hesaplanir.

3.4. Proteomik Analizler

Kontrol (ApoE pozitif) ve darbepeotin tedavisi alan ve almayan aterosklerotik
(ApoE yetmezlikli) farelerdeki protein profilini taramak, ekspresyon degisikligi olan
proteinleri belirlemek icin, arastirmalarimizda Yiizeyi genisletilmis lazer desorpsiyon
iyonizasyon-ucus zamanli-kiitle spektrometresi (SELDI-TOF-MS) teknolojisi
kullanildi. Proteomik galismalarimiz, italya Modena Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Laboratuvarlarinda yapildi.

3.4.1.SELDI-TOF-MS Analizleri icin Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Ham serum ornekleri, 6rnek kompleksligini azaltmak, pik sayisini artirmak,
az bulunan proteinleri belirleyebilmek ve analizleri kolaylagtirmak igin, icerdikleri
proteinlerin biyofiziksel 6zelliklerine gore, ProteinChip serum fraksiyonlama kiti
(Katalog no: K10-00007, Biorad, USA) ile pH’larina gore fraksiyonlandi. 96
kuyuluk ProteinChip Q Filtrasyon Plaginda, anyon degis tokus islemi
gergeklestirildi. Rehidrasyon basamagindan sonra, drnekler plaga eklendi. Yikama
sollisyonunun pH’1 basamak basamak degistirilerek 6 fraksiyon toplanana kadar eliie
edildi. Fraksiyonlar, profil protokoliine gore ProteinChip arraylerde analiz edildi. 6
fraksiyonun her biri iki kere topland1 ve bu iki toplanan fraksiyon birlestirildi.

3.4.2.Serum Orneklerinin Fraksiyonlama islemleri

Yirmi pl serum Ornekleri, ¢ift (dublike) olarak 96 kuyucuklu plaklara
pipetlendi. Her kuyucuga 30 pl ProteinChip U9 tamponu (9 M iire, % 2 CHAPS, 50
mM Tris-HCl, pH 9) eklenerek 20 dakika +2-8°C’de ¢alkalandi. Ure iceren bu
tampon ile 6rneklerin denatiirasyonu ve diliisyonu gergeklestirildi.

Filtrasyon kab1 acildi. Kuyucuklara 200 pl rehidrasyon tamponu eklendi. 60
dakika oda 1sisinda ¢alkalandiktan sonra tamponun uzaklastirilmasi ig¢in vakum
uygulandi. Bu islem 3 kere tekrarlanarak destek materyali (Q Ceramic HyperD® F
rezin (Chiphergen Biosystems)) rehidrate edildi. Ayn1 islemler 3 kez U1 tamponu (1
M iire, % 0.2CHAPS, 50 mM Tris-HCl, pH9) ile yapildi.

Serum fraksiyonlari

Fraksiyon 1 (F1)

Tiim 6rnekler, 96 kuyucuklu filtrasyon plagina pipetlendi ve 30 dakika +2—-8°C’de
calkalanarak, oOrneklerin destek materyaline tutunmasi saglandi. Fraksiyonlarin
toplanacag yeni bir plak altta, filtrasyon plag: listte olacak sekilde vakum aparatina
yerlestirildi. Vakum uygulandi ve ilk eluent toplandi. Filtrasyon plagina, 100 pl 1.
yikama tamponu ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda g¢alkandiktan sonra vakum
uygulandi ve pH9 olan ilk eluent yine ayni1 plaga toplandi.
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Fraksiyon 2 (F2)

Vakum aparatindan alinan filtrasyon plaginin kuyucuklarina, 100 pl 2. yikama
tamponu ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda ¢alkalandiktan sonra vakum uygulandi
ve pH7 olan eluent yeni bir plaga toplandi. Islem bir kez daha tekrarland.

Fraksiyon 3 (F3)

Vakum aparatindan alinan filtrasyon plaginin kuyucuklarina, 100 pl 3. yikama
tamponu ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda calkandiktan sonra vakum uygulandi ve
pHS5 olan eluent yeni bir plaga topland. Islem bir kez daha tekrarlandh.

Fraksiyon 4 (F4)

Vakum aparatindan alinan filtrasyon plaginin kuyucuklarina, 100 pl 4. yikama
tamponu ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda ¢alkalandiktan sonra vakum uygulandi
ve pH4 olan eluent yeni bir plaga toplandi. Islem bir kez daha tekrarland.

Fraksiyon 5 (F5)

Vakum aparatindan alinan filtrasyon plaginin kuyucuklarina, 100 pl 5. yikama
tamponu ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda calkandiktan sonra vakum uygulandi ve
pH3 olan eluent yeni bir plaga topland. Islem bir kez daha tekrarland.

Fraksiyon 6 (F6)

Vakum aparatindan alinan filtrasyon plagiin kuyucuklarina, 100 pl organik ¢oziicii
bir tampon ilave edildi. 10 dakika oda 1sisinda ¢alkandiktan sonra vakum uygulandi
ve diger fraksiyonlarda destek materyalinden ayrilmayan tiim proteinleri iceren
eluent yeni bir plaga toplandi. Islem bir kez daha tekrarland.

Daha oOnceki ¢alismalarimizin sonuglarina ve Biorad firmasinin Onerilerine
dayanarak elde edilen 6 farkli fraksiyondan (pH9, pH7, pHS, pH4, pH3 ve organik
¢Ozgen), 1.fraksiyon ile 2.fraksiyon; ve 5.fraksiyon ile 6.fraksiyon birlestirildi. Bu 4
farkli fraksiyon (F1/2, F3, F4, F5/6) CM-10 (zay1if katyon degistirici), H50 (ters faz)
ve IMAC-30 (metal afinite yakalayicisi) chiplerinde analiz edilmek iizere -80°C’de
saklandi.

Chiplerin hazirlanmasi, orneklerin uygulanmasi ve matriksin eklenmesi
islemlerindeki, tiim asamalar, arastiricidan kaynaklanacak pipetleme hatalarini
ortadan kaldirmak ve tekrarlanabilirligi saglamak i¢in robot sistemler (Biomek 3000)
kullanilarak gerceklestirildi.

3.4.3. Bioprosesoriin Hazirlanmasi

CM10, H50 ve IMAC30 chiplerini igeren kasetin lizerine bioprosessor
yerlestirildi Bu  bioprosessor, spotlarin {izerinde kuyucuklar olusturarak
inkiibasyonlar1 gerceklestirmemize olanak sagladi.

34



Bioprocessor
Rezarvoir

Prot=inChip
Cassetbe

Bas= clarnp asserably

Sekil 3.1. Bioprosesor

Metal bir gergeve igine hazirlanacak chip yerlestirildi. Uzerine plastik, tabam
yumusak ve vakum 6zelligi olan bioprosessor sekilde gosterildigi gibi yerlestirildi.
Metal gerceve kapatilarak islem tamamlandi. Tiim chip yiizeylerinin hazirlanmasinda
bu yontem kullanildi.

3.4.4. Chiplerin Hazirlanmasi ve Serum Fraksiyonlarinin Uygulanmasi

3.4.4.1. ProteinChip CM10 Array (Zayif Katyon Degistirici) (Katalog No: C57-
30075. Biorad, USA)
ProteinChip CM10 array’i zayif bir katyon degistiricisi olup, secilen pH’daki
pozitif yiiklii proteinleri baglar.

CM10 chiplerini iceren kasetin iizerine bioprosessor yerlestirildi. CM10
baglama (binding) soliisyonu (200 pl) tiim kuyucuklara pipetlendi. Oda 1sisinda 5
dakika calkalanan chiplerden sivi uzaklastirildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. 90 pl
baglama soliisyonu ile karistiritlan 10 pl 6rnekler chip ylizeyine pipetlendi ve chip
yiizeyine tutunmasini saglamak igin 45 dakika siddetli olarak calkalandi. Ornekler
chip ylizeyinden uzaklastirildi. 200 pl baglama soliisyonu ile baglanmayan 6rnekler
uzaklastirildi. Kuyucuklar baglama soliisyonuyla 5’er dakika 2 kez daha ¢alkalanarak
yikandiktan sonra baglama soliisyonu uzaklastirildi. Bioprosessorden ¢ikarilan kaset
15-20 dakika havada kurutuldu. Her spota 2 pl Energy Absorbing Molecules (EAM)
Matriks soliisyonu eklendi. Tekrar havada kurutuldu ve ProteinChip SELDI
sisteminde analiz edildi.
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3.4.4.2. ProteinChip H50 Array (Ters Faz) (Katalog No: C57-30065. Biorad,
USA)
ProteinChip H50 Array’1, ters faz veya hidrofobik etkilesimlerle proteinleri
baglar.

H50 chiplerini igeren kasetin ilizerine bioprosessor yerlestirildi. Kuyucuklar,
50 ul %50 asetonitril soliisyonu ile 5’er dakika ¢alkalanarak iki 6n yikama yapildi.
On yikamanin ardindan H50 baglama (binding) soliisyonu (200 pl) tiim kuyucuklara
pipetlendi. Oda 1s1sinda 5 dakika calkalanan chiplerden sivi uzaklastirildi. Bu iglem 1
kez daha tekrarlandi. 90 pl baglama soliisyonu ile karistiritlan 10 pl 6rnekler chip
ylizeyine pipetlendi ve chip ylizeyine tutunmasini saglamak icin 45 dakika
calkaland1. Ornekler chip yiizeyinden uzaklastirildi. 100 pl baglama soliisyonu ile
baglanmayan Ornekler uzaklastirildi. Kuyucuklar baglama soliisyonuyla 5’er dakika
2 kez daha c¢alkalanarak yikandiktan sonra baglama soliisyonu uzaklastirildi.
Bioprosessorden ¢ikarilan kaset 15-20 dakika kurutuldu. Her spota 2 pl EAM
matriks sollisyonu eklendi. Tekrar havada kurutuldu ve ProteinChip SELDI
sisteminde analiz edildi.

3.4.4.3. ProteinChip IMAC30 Array (Metal Afinite Yakalayicis1)) (Katalog
No:C57-30078. Biorad, USA)
ProteinChip IMAC30 Array’1, koordine metal etkilesimi ile proteinleri
reversibl bir sekilde ylizeyine baglar.

IMAC30 chiplerini iceren kasetin {izerine bioprosessor yerlestirildi. Her bir
kuyucuga 50 pl 0.1 M bakir siilfat ¢ozeltisi pipetlenerek, bakir iyonlarinin chip
ylizeyine baglanmas1 icin 10 dakika calkalandi. Metal iceren soliisyon
uzaklagtirilarak kuyucuklar deiyonize su ile yikandi. Hemen ardindan 100 pl 0.1 M
sodyum asetat iceren notralizasyon tamponu (pH4) pipetlendi ve 5 dakika
calkalamali inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda nétralizasyon tamponu
uzaklastirilan kuyucuklar tekrar deiyonize su ile yikandi. Metal baglanmasinin
saglandigi ve baglanmayan iyonlarin uzaklastirildigt 6n yikamanin ardindan
IMAC30 baglama soliisyonu (200 pl) tiim kuyucuklara pipetlendi. Oda 1sisinda 5
dakika calkalanan chip yiizeyinden tampon uzaklastirildi. Bu islem 1 kez daha
tekrarlandi. 90 pl baglama soliisyonu ile karigtiritlan 10 pl 6rnekler chip ylizeyine
pipetlendi ve chip yiizeyine tutunmasini saglamak i¢in 45 dakika calkalandi.
Ornekler chip yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra, kuyucuklara 200 pl baglama
soliisyonu pipetlendi. 5 dakika calkalamanin ardindan kuyucuklardan baglanmayan
ornekler uzaklastirildi. Kuyucuklar baglama soliisyonuyla 5’er dakika 2 kez daha
calkalanarak yikandiktan sonra baglama soliisyonu uzaklagtirildi. Chip yiizeyleri iki
kere daha deiyonize su ile yikandiktan sonra bioprosessorden ¢ikarilan kaset 15-20
dakika kurutuldu. Her spota 2 pul EAM matriks soliisyonu eklendi. Tekrar havada
kurutuldu ve ProteinChip SELDI sisteminde analiz edildi.

3.4.5. Matriks Hazirlanmasi ve Chip Yiizeyine Uygulanmasi

CM-10, H50 ve IMAC-30 chipleri kendi uygun protokolleri ile hazirlandiktan
sonra spotlar iizerindeki proteinlerin kristalize olmasi EAM matriks eklenmesiyle
saglandi.
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100 pl %1 trifluoroasetik asit ve 100 pl %50 asetonitril, sinapinik asit iceren
EAM tiipiine pipetlendi. 5 dakika vortekslendi ve santrifiij edildi. Matriksin
stipernatani, % ltrifluoroasetik asit / %50 asetonitril karisimi ile esit hacimde
karistirilarak diliie edildi.

SELDI-TOF-MS cihazinda okunacak chip yilizeyine matriks eklenmesi
Biomek 3000 sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Her spota 1 pl matriks pipetlendi
ve kurumasi i¢in beklendi. Aynmi islem bir kere daha tekrarlandi. Chip ylizeyi
tamamen kurudugu zaman chip okunmaya hazir hale geldi.

3.4.6. Standartin NP20 Chipine Uygulanmasi

“ProteinChip All-in-One Protein Standard II” protein standardiyla
ProteinChip System Series 4000 cihazi kalibre edildi. Kalibrasyonu takiben 6rnekler
analiz edildi. NP20 chipleri tizerindeki aktif spotlardaki silikon oksit gruplari,
proteinlerin serin, treonin ve lizin gibi hidrofilik ve yiiklii kalintilarinin baglanmasini
saglar.

NP20 chipleri tizerindeki her bir spot bir damla suyla yikandi ve kurumaya
birakildi. 1 pl standart soliisyonu “All-in-one Protein Standard”, 1 pl %100 matriks
ile spotlara pipetlendi. Kurutulduktan sonra SELDI-TOF-MS sistemine uygulandi.

3.4.7. SELDI-TOF-MS Cihazinda Orneklerin ve Standardin Okunmasi

Bioprosesor yardimiyla pipetlenen CM-10, H50 ve IMAC-30, NP20 chipleri
pipetlendikleri giin “ProteinChip System Series 4000” cihazinda, ilk donemdeki
calismalarimizda belirledigimiz her chipe gore degisen yiiksek ve diistik lazer enerji
diizeylerinde calisilarak, elde edilen veriler degerlendirilmek tizere kaydedildi.

3.5.istatistiksel Analizler

3.5.1. Proteomik Data Analizleri ve Protein Profilinin Belirlenmesi

CM-10, H50 ve IMAC-30 chipleri ile yapilan proteomik SELDI-TOF-MS
calismalarinin ~ sonuglar1  “ChiphergenExpress  Software” yazilim programi
kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirme, veri yoOnetimi (pik belirlenmesi,
kalibrasyon, normalizasyon, hizalama, ve spektrum ozelliklerinin belirlenmesi) ve
istatistiksel analiz (p degerlerinin belirlenmesi, p degerlerinin gosterimi, ROC
egrilerinin hazirlanmasi, 1s1 haritalarinin  ¢ikarilmasi) seklinde iki kisimda
gerceklestirildi. Listelenen ve sinyal-artefakt oran1 >5 olarak nitelendirilen 5 000 ile
200 000 kiitle/iyon (m/z) degerleri arasindaki tiim spektralar otomatik olarak
belirlendi. Pik kiimeleri sinyal-artefakt oran1 >2 olan ikinci piklerin eklenmesi ile
tamamlandi. Pik yogunluklar1 1 500 ile 200 000 arasinda olan m/z degerine sahip
pikler, toplam iyon akimina gore normalize edildi. Tiim data analizleri, yazilim
programi [ProteinChip Software 3.0 (Ciphergen, USA)] ile gerceklestirildi.
Aterosklerozun erken doénemindeki protein profilini belirlemek ve darbepoetinin
aterosklerozda protein profili ilizerindeki etkisini belirlemek icin darbepoetin-a
tedavisi almayan aterosklerotik ApoE'/' farelerden elde edilen protein profili,
aterosklerotik olmayan kontrol farelerin protein profili ile ve darbepoetin-a tedavisi
alan ApoE™" farelerden elde edilen protein profili ile karsilastirildi. p degeri 0.05’ten
kiigiik olan peptid/proteinleri iceren pikler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.5.2. Biyokimyasal Analizlerin Istatistiksel Degerlendirmesi

Istatistiksel degerlendirmeler, “SPSS Statistics 17.0” paket programi
kullanilarak yapildi. Tiim sonuglar, ortalama+ standart hata seklinde verildi.

3.6. Kullanilan Geregler ve Kimyasal Maddeler

3.6.1. Gerecler

Otoanalizor (Roche Hitachi)

Otomatize laboratuvar robotu (Biomek 3000, Beckman)
SELDI-TOF-MS Cihazi (Chiphergen)

Santrifiij (Eppendorf)

Manyetik karistirict (Heidolph)

Hassas terazi (Sartorius 2472)

Buzdolabi (Arcelik, no-frost)

Derin Dondurucu (Sanyo, -80°C)

Deney tiipleri

Ependorf tiipler (0.25, 1.5 ve 2 ml’lik)

Kapakli plastik tiipler (15 ve 50 ml’lik)

Otomatik pipetler (Biohit marka, 20-200 ve 100-1000 pl kapasiteli)
Cok kanalli pipetler (Gilson, 0-50 ve 20-300 pl kapasiteli)
Cam pipetler (1, 5, 10 ml’lik)

Cam meziirler, siseler, balonjojeler, beherler, huniler

96 kuyucuklu plaklar

3.6.2. Kimyasal Malzemeler
Kimyasal malzemeler, Merck, Sigma ve Biorad’tan temin edildi.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriinim

Darbepoetin-o tedavisi alan (28,4+ 2,3 g), darbepoetin-o. tedavisi almayan
(26,5+ 2,0 g) aterosklerotik ve kontrol (25,7+ 1,8 g) fare gruplarinda viicut agirliklar
arasinda anlamli farklilik bulunmadi. ApoE™ fareler aktivite ve davramslari
acisindan kontrol farelerinden farklilik géstermedi.

4.2. Histopatolojik Analiz Sonuc¢lar

Kontrol (C57BL/6) farelerinin aortlarinda ateroskleroz gozlenmedi (Sekil
4.2.1). Aterosklerotik farelerdeki lezyon gelisimi, belli araliklarla feda edilen
farelerden alinan damar &rneklerinin incelenmesi ile takip edildi. i1k haftalarda ApoE
yetmezlikli (knock-out) farelerden alinan damarlarda belirgin intima-media
kalinlagmas1 gozlenmedi (Sekil 4.2.2).

Sekil 4.2.1. Kontrol C57BL/6 farelerin aort damarindan elde edilen histolojik goriintii.
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Sekil 4.2.2. 8 haftalik ApoE yetmezlikli (knock-out) farelerin aort damarindan elde edilen histolojik
gorintii.

12 haftalik ApoE yetmezlikli (knock-out) farenin damarindan hazirlanan
preparatta, lipid birikimleri ve intima-media kalinlagsmasi belirgindi (Sekil 4.2.3).
Lokal lipid birikimleri, damar liimenini daraltacak boyutta olmadigindan takibe
devam edildi.

Sekil 4.2.3. 12 haftalik ApoE yetmezlikli (knock-out) farelerin aort damarindan elde edilen histolojik
goriintii. Kirmizi oklar normal damar duvarini gosterirken, siyah oklar lipid birikimini ve
intima kalmlagmasini gdstermektedir.
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Sekil 4.2.4. 20 haftalik ApoE yetmezlikli (knock-out) farelerin aort damarindan elde edilen histolojik
goriintli. Ateroskleroz gelisim siireci igerisinde gozlenen iki asama (kopiik hiicreler ve
lipid gekirdek) preparatta ayni anda goriilmektedir.

Histolojik takiplerin 20. haftasinda ApoE yetmezlikli (knock-out) farelerde,
endotel alti dokuda kopiik hiicrelerinin birikimi, lipid ¢ekirdegin olugumu, intima-
media kalinlasmasi ve liimen daralmasi ile karakterize belirgin aterosklerotik lezyon

gozlendi (Sekil 4.2.4).
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4.3. Biyokimyasal Analiz Sonuc¢lari

4.3.1.Trigliserid Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin kolesterol diizeyleri Sekil 4.3.1°de verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarin trigliserid diizeylerinin, kontrol grubunun trigliserid diizeylerinden
istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edildi. (p<<0.001). Darbepoetin-a. tedavisi
alan ve almayan ileri aterosklerotik gruplarin trigliserid diizeyleri, Darbepoetin-o
tedavisi alan ve almayan erken aterosklerotik gruplarin trigliserid diizeylerinden,
istatistiksel olarak yiiksekdi (p>0.05). Darbepoetin-a tedavisinin, ileri aterosklerotik
grupta trigliserid diizeylerine istatistiksel olarak etki etmedigi (p>0.05), fakat erken
ateroskleroz donemlerinde trigliserid diizeylerini istatistiksel olarak anlaml
yiikselttigi belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.3.1. Deney gruplarinin trigliserid diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin Darbepoetin-o. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar
ortalamaztstandart hata olarak verildi. * p<0.001 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu ile
istatistiksel karsilastirilmasi, ** p<0.05 EAD’nin EA ile istatistiksel karsilagtirilmasi, ***
p<0.05 ileri aterosklerotik gruplarin erken aterosklerotik gruplar ile istatistiksel
karsilastirilmasi.

4.3.2. Kolesterol Diizeyi

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin kolesterol diizeyleri Sekil 4.3.2°de verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarin kolesterol diizeylerinin, kontrol grubunun kolesterol diizeylerine gore
istatistiksel olarak arttig1 tespit edildi (p<0.001). Darbepoetin-o tedavisi alan ve
almayan erken ateroskleroz (EAD ve EA) ve Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan
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ileri ateroskleroz (IAD ve IA) gruplan karsilastirildiginda, IA ve IAD gruplarinin
kolesterol diizeylerinin EA ve EAD gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olarak
yiikseldigi belirlendi (p<0.05). Darbepoetin-a. tedavisi alan EAD ve IAD gruplarmin
kolesterol diizeyleri ile tedavi almayan EA ve IA gruplarinin kolesterol diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05).
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Sekil 4.3.2. Deney gruplarinin kolesterol diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz
grubu, IAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar
ortalamaztstandart hata olarak verildi. * p<0.001 aterosklerotik gruplarin kontrol
grubu ile istatistiksel karsilastirilmasi ** p<0.05 ileri aterosklerotik gruplarin erken
aterosklerotik gruplar ile istatistiksel karsilastirilmasi.

4.3.3. Karbonil Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin karbonil diizeyleri Sekil 4.3.3°de verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarin karbonil diizeylerinin, kontrol grubunun karbonil diizeylerine gore arttigi
tespit edildi (p<0.01). Erken ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz (IA) gruplar
karsilagtirildiginda, karbonil diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunamadi (p>0.05). Darbepoetin-a. tedavisi alan EAD ve IAD gruplarin karbonil
diizeylerinin, tedavi almayan EA ve IA gruplarin karbonil diizeylerine gore azaldig,
ancak istatistiksel farklihigin sadece IAD ve IA gruplar arasinda oldugu tespit edildi
(p<0.05).
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Sekil 4.3.3. Deney gruplarimin karbonil diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin-a tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar ortalamaztstandart hata
olarak wverildi. * p<0.001 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel
karsilastirilmasi ** p<0.05 IAD ile 1A nin istatistiksel karsilastirilmasi.

4.3.4. 8-Isoprostan Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin 8-Isoprostan diizeyleri Sekil 4.3.4’de
verildi. Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulundu. Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarm 8-Isoprostan diizeylerinin, kontrol grubunun 8-isoprostan diizeylerine gére
arttig1 tespit edildi (p<0.001). Erken ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz (IA)
gruplar karsilastirildiginda, 8-Isoprostan diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunamadi (p>0.05). Darbepoetin-o tedavisi alan EAD ve IAD gruplarinin
8-Isoprostan diizeylerinin tedavi almayan EA ve IA gruplarm 8-Isoprostan
diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli azaldig: tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.3.4. Deney gruplarinin 8-isoprostan diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz
grubu, EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri
ateroskleroz grubu, IAD: Darbepoetin-o tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar
ortalamaztstandart hata olarak verildi. * p<0.001 aterosklerotik gruplarin kontrol
grubu ile istatistiksel karsilagtirilmasi, ** p<0.01 EAD’nin EA ile istatistiksel
karsilastirilmasi, *** p<0.05 IAD’nin 1A ile istatistiksel karsilastiriimasi.

4.3.5. Interlokin-6 (IL-6) Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin IL-6 diizeyleri Sekil 4.3.5’te verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarinin IL-6 diizeylerinin, kontrol grubuna gore arttigi tespit edildi (p<0.001).
Erken ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz (IA) gruplan karsilastirildiginda, 1A
grubunun IL-6 diizeylerinde, EA grubunun IL-6 diizeylerine gore belirgin olarak artis
oldugu, fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu. (p>0.05).
Darbepoetin-a. tedavisi alan EAD ve IAD gruplarinin IL-6 diizeylerinin, tedavi
almayan EA ve IA gruplariin IL-6 diizeylerine gore azaldig1 gériilse de, aralaridaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
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Sekil 4.3.5. Deney gruplarinin IL-6 diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz
grubu, IAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar
ortalamaztstandart hata olarak verildi. * p<0.001 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu
ile istatistiksel karsilastirilmasi

4.3.6. Histamin Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin histamin diizeyleri Sekil 4.3.6’da verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarinin histamin diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oranda arttig1 tespit edildi (p<0.05). Erken ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz
(IA) gruplan karsilastirildiginda, IA grubunun histamin diizeyi EA grubuna gore
artmis olsa da, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Darbepoetin-
o tedavisi alan EAD ve IAD gruplarmin her ikisinde de histamin diizeylerinin, tedavi
almayan EA ve IA gruplarinin histamin diizeylerine gore azaldigi, fakat farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.3.6. Deney gruplarinin histamin diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin-a. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar ortalamaz+standart hata

olarak wverildi. * p<0.05 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel
karsilagtiriimasi.

4.3.7. C-Reaktif Protein (CRP) Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin CRP diizeyleri Sekil 4.3.7°de verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarin CRP diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig1 tespit edildi (p<0.01). Erken
ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz (IA) gruplar karsilastirildiginda, IA grubunun
EA grubundan daha yiiksek CRP diizeylerine sahip oldugu ve bu artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p<0.01). Bunun yaninda darbepoetin-a tedavisi alan
EAD ve IAD gruplarmin CRP diizeylerinin, tedavi almayan EA ve IA gruplarmin
CRP diizeylerine gore azalmis oldugu, fakat azaligin istatistiksel olarak anlamli
olmadig tespit edildi(p>0.05).
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Sekil 4.3.7. Deney gruplarinin CRP diizeyleri K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin-a tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar ortalamatstandart hata
olarak verildi. * p<0.01 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel
karsilagtirilmasi, ** p<0.01 IA’nin EA ile istatistiksel karsilastirilmasi.

4.3.8. E-Selektin Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin E-Selektin diizeyleri Sekil 4.3.8’de
verildi. Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulundu. Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplariin E-Selektin diizeylerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oranda arttig1 bulundu (p<0.01). Erken ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz (IA)
gruplar karsilastirildiginda, IA grubunun EA grubundan daha yiiksek E-Selektin
diizeylerine sahip oldugu, fakat bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriildii (p>0.05). Benzer sekilde, darbepoetin-o. tedavisi alan IAD grubunun E-
Selektin diizeylerinin, tedavi almayan IA grubunun E-Selektin diizeylerine gore
azalmis oldugu, fakat azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi
(p>0.05).
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Sekil 4.3.8. Deney gruplarinin e-selektin diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar ortalamaz+standart hata
olarak wverildi. * p<0.01 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel
karsilastirilmasi.

4.3.9. Intraseliiler Adezyon Molekiilii-1 (sICAM-1) Diizeyleri

Kontrol ve aterosklerotik gruplarin SICAM-1 diizeyleri Sekil 4.3.9°da verildi.
Kontrol grubu ile tiim aterosklerotik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulundu. Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan tiim aterosklerotik
gruplarin sICAM-1 diizeylerinin, kontrol grubuna goére arttifi bulundu (p<0.01).
Erken ateroskleroz (EA) ve ileri ateroskleroz (IA) gruplan karsilastirildiginda, 1A
grubunun EA grubundan daha yiiksek sICAM-1 diizeylerine sahip oldugu ve bu
artigin  istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p<0.05). Bunun yaninda
darbepoetin-a. tedavisi alan EAD ve IAD gruplarinin sSICAM-1 diizeylerinin, tedavi
almayan EA ve IA gruplarmin sICAM-1 diizeylerine gore azalmis oldugu, fakat
azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.3.9. Deney gruplarinin sSICAM-1 diizeyleri. K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu,
EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar ortalamaz+standart hata
olarak wverildi. * p<0.01 aterosklerotik gruplarin kontrol grubu ile istatistiksel
karsilastirilmasi, ** p<0.05 IA’nin EA ile istatistiksel karsilastiriimasi.
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Tablo 4.3.1. Kontrol ve ateroskleroz gruplarinda kolesterol, trigliserid, karbonil, 8-isoprostan, IL-6, histamin, CRP, e-selektin, ICAM-1 diizeyleri.
K: Kontrol grubu, EA: Erken ateroskleroz grubu, EAD: Darbepoetin-o. tedavisi alan erken ateroskleroz grubu, IA: ileri ateroskleroz grubu,
IAD: Darbepoetin-a. tedavisi alan ileri ateroskleroz grubu. Sonuglar ortalamaz+standart hata olarak verildi.

K EA EAD IA IAD
KOleSt?;‘l’;Egzeyle“ 86.10 + 5.23 485.63 +27.14 491.6 +42.52 628.3 +47.28 622.29 + 36.04
Trigliserid Diizeyleri
(me/d) 75.33 + 6.74 14228 +10.65 | 193.12+25.42 | 237.57+35.98 | 251.00+ 15.83
Karbonil Dizeyleri 0.54 +0.14 2.20 + 0.47 1.48 +0.29 3.18 +0.50 172 +0.22
(ng/ml)
S'ISOP“EZEEHII))“ZCYI"““ 124.26 +9.89 255.84 +21.25 17779 + 1424 | 261.16+13.35 | 224.58 +30.86
IL-6 Duzeyleri 6.27 + 0.84 19.12 +2.81 17.19+ 2.49 22.08 +2.49 19.10+2.22
(pg/ml)
H“tamaﬁ;lzeylen 1090.96 + 52.44 | 1568.41 + 107.98 | 1332.34+ 116.72 | 1741.78 + 193.56 | 1607.42 + 182.70
CRP(rll)g‘/lIZnel-‘)/le“ 159.66 + 9.36 2375041722 | 21137+12.40 | 302.85+2842 | 291.59+22.20
e-Selektin Diizeyleri
80.86 + 3.92 13592+ 12.02 | 13434+13.84 | 156.652+9.838 | 130.27+ 10.44

(ng/ml)

ICAM-1 Diizeyleri
(ng/ml)

350.14 £ 45.68

560.33 + 28.69

519.16 +34.53

658.00 £ 38.38

588.50 +42.94




4.4. Proteomik Analiz Verileri

Belirgin ateroskleroz olustugu saptandiginda (20. hafta), ApoE yetmezlikli
(knock-out) ve ayni yastaki kontrol farelerden eter anastesizi altinda proteomik
analizler i¢in kan oOrnekleri alindi. Darbepoetin-a. tedavisi alan ve almayan
ateroskleroz ve kontrol gruplar1 arasindaki serum proteomik degisikliklerini
belirlemek i¢in tiim farelerden alinan serum &rnekleri SELDI-TOF-MS teknolojisi
kullanilarak analiz edildi.

4.4.1. Kontrol ve Ateroskleroz Gruplarimin SELDI-TOF-MS Analiz Verileri

Kontrol ve ateroskleroz gruplarindan elde edilen 4 farkli serum
fraksiyonunun, 3 farkli chipte (CM10, H50, IMAC30) toplam 12 farkli analizinin,
diisiik ve yiiksek lazer enerjisi ile okunup, degerlendirilmesi sonucunda, molekiil
agirhigi >5 kDa olan toplam 742 tane kiimelenmis protein/peptid piki belirlendi. 742
protein/peptid pikinden, 107 tanesinin sinyal yogunluklarinin (protein ekspresyon
gostergesi), aterosklerotik serum Orneklerinde kontrole gore istatistiksel bakimdan
anlamli olarak farkli oldugu tespit edildi (p<0.05). Tablo 4.4.1°de, diisiik ve yiiksek
lazer enerjisi ile okunan 3 farkli chipte istatistiksel olarak anlamli ekspresyon
farkliligr gosteren 107 protein/peptidin, kiitle/iyon orant (m/z) degerleri, elde
edildikleri serum fraksiyonlari, kontrol ve aterosklerotik gruplardaki pik yogunluklari
ve istatistiksel anlamlilik degerleri gosterilmektedir.

Toplam 107 protein/peptid pikinden 63’unun istatistiksel anlamlilig1 (p) 0.0-
0.01 arasinda, kalan 44’unun ise 0.01-0.05 arasinda bulundu. 107 protein/peptid
pikinden 66’sinin sinyal yogunluklari, ateroskleroz grubunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yiiksek (upregiile), 41 pikin sinyal yogunluklari ise ateroskleroz
grubunda kontrol grubuna gore diisiiktli (downregtile).
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Tablo 4.4.1. Kontrol ve ateroskleroz gruplarinda sinyal yogunluklart istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosteren peptid/proteinler

m/z Fraksiyon p-degeri Yogunluk
(Ort£SS) Kontrol Ateroskleroz
7000.71+0.00 1/2 0.020 0.88+0.37 2.68+1.59
7849.98+6.61 1/2 0.020 17.31+4.40 11.55+1.73
7878.79+3.22 1/2 0.038 14.31+1.84 11.59+2.57
7931.39+£7.65 1/2 0.020 15.10+2.02 12.34+2.40

2 13767.02+£24.52 3 0.007 1.498+0.34 2.12+0.37
E 14003.45+22.14 3 0.016 1.30+0.35 1.72+0.31
§ 30608.41+223.96 3 0.009 0.32+0.08 0.22+0.04
(-
= | 13826.45+27.33 4 0.024 0.30+0.45 0.48+0.17
g 25930.59+34.09 4 0.003 0.224+0.03 0.29+0.04
S 27945.29+£19.90 4 0.001 0.19+0.12 0.05+0.021
LE) 9350.90+7.82 5/6 0.007 4.22+0.84 3.22+0.43
10764.21+5.10 5/6 0.001 0.29+1.10 0.75+0.24
13987.15+3.49 5/6 0.037 2.78+0.72 2.09+0.48
14420.80+4.64 5/6 0.049 0.90+0.27 1.26+0.30
21500.34+9.73 5/6 0.001 0.18+0.05 0.45+0.15
22026.36£12.32 5/6 0.020 0.23+0.08 0.33+0.06
28030.50+9.37 5/6 0.037 0.79+0.14 0.58+0.18

m/z Yogunluk

(Ort£SS) Fraksiyon p-degeri Kontrol Ateroskleroz
29849.32+53.78 1/2 0.045 1.22+0.24 0.78+0.33
42512.89+138.72 3 0.002 0.25+0.09 0.46+0.16

‘= | 49898.81+289.86 3 0.020 0.14+0.05 0.07+0.02
5 71937.12+£263.52 3 0.020 0.60+0.06 0.69+0.06
e
§ 25878.55+£25.57 4 0.015 0.46+0.08 0.58+0.05
= | 27929.50+32.21 4 0.001 0.62+0.26 0.13+0.05
i) 29288.73+492.78 4 0.020 0.30+0.11 0.16:0.02
= | 42945.29+34.76 4 0.001 0.13+0.03 0.26+0.08
; 165477.86+347.25 4 0.035 0.03+0.01 0.02+0.00
s
LE) 21722.77£79.24 5/6 0.002 0.46+0.16 0.94+0.28
22209.50+80.09 5/6 0.007 0.54+0.14 0.70+0.15
28069.94+21.91 5/6 0.003 2.87+0.80 1.69+0.42
34007.35+30.82 5/6 0.001 0.65+0.14 0.44+0.08
43122.35+41.94 5/6 0.001 0.36+0.12 0.78+0.24
45201.99+£705.16 5/6 0.001 0.29+0.06 0.43+0.05
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HS50 Diisiik Lazer Enerji

m/z Fraksiyon p-degeri Yogunluk
(Ort£SS) Kontrol Ateroskleroz
6993.80+0.23 1/2 0.028 0.13+0.06 0.70+0.09
7034.39+0.00 1/2 0.005 0.57+0.36 1.22+1.06
7858.10+£34.22 1/2 0.040 51.10£11.80 | 42.92+12.83
9521.56+0.00 1/2 0.008 0.12+0.10 0.46+0.63
10969.69+46.74 3 0.030 1.57+0.77 3.61+2.10
14439.24+9.05 3 0.046 2.68+1.63 4.86+2.53
14626.78+11.36 3 0.024 1.89+1.35 3.47+1.88
30705.32+896.89 3 0.001 0.58+0.42 0.19+0.08
6942.05+71.58 4 0.043 8.62+3.76 6.92+1.74
8817.46+8.89 4 0.026 23.84+3.49 48.96+3.45
8918.48+30.58 4 0.043 8.98+5.45 12.66+4.49
10743.23+42.71 4 0.016 1.09+0.73 2.74+1.72
13944.76+15.39 4 0.034 2.95+2.90 1.85+0.37
21556.38+30.16 4 0.001 0.57+0.25 1.67+0.71
22440.49+177.71 4 0.007 0.56+0.30 1.11+0.23
25981.01+31.88 4 0.004 0.76+0.47 1.62+0.53
7015.94+14.98 5/6 0.002 22.63+6.16 15.82+5.02
8852.70+18.81 5/6 0.004 29.07+6.23 43.17+9.81
9352.48+9.45 5/6 0.003 40.99+8.29 28.92+8.82
10819+10.89 5/6 0.005 1.98+0.71 4.02+1.68
12739.20+16.10 5/6 0.001 2.14+0.83 0.03+0.11
13259.09+13.02 5/6 0.009 2.99+1.66 1.43+0.47
13975.53+0.00 5/6 0.001 7.92+1.96 4.91+1.25
14053.49+8.09 5/6 0.001 27.47+6.05 16.87+5.07
21556.33+13.87 5/6 0.007 0.82+0.25 1.46+0.52
27944.89+38.47 5/6 0.002 3.55+1.77 1.80+0.43
28169.70+£24.54 5/6 0.002 6.92+1.56 4.23+1.10
29000.03+18.80 5/6 0.012 5.58+1.28 4.09+0.98
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HS50 Yiiksek Lazer Enerji

m/z Yogunluk
(Ort£SS) Fraksiyon p-degeri Kontrol Ateroskleroz

30685.36+374.01 3 0.009 0.45+0.11 0.26+0.13
43066.98+86.12 3 0.005 0.87+0.41 2.12+0.55
43716.60£172.72 3 0.002 0.73+0.29 1.92+0.52
51857.56+77.01 3 0.039 0.15+0.07 0.31+0.14
86889.98+1739.78 3 0.039 0.06:0.08 0.11+0.05
106226.49+2063.36 3 0.017 0.02+0.01 0.03+0.01
21501.56+£57.99 4 0.006 0.72+0.27 1.74+0.29
22414.93+307.89 4 0.006 0.59+0.10 1.33+0.19
24488.70+203.34 4 0.006 0.09+0.06 0.31+0.07
28022.37+9.69 4 0.010 6.41+1.92 3.20+0.75
28949.02+13.74 4 0.006 4.40+0.92 2.61+0.52
36736.90+£59.22 4 0.028 0.12+0.06 0.03+0.01
42988.66+0.00 4 0.006 0.19+0.04 0.92+0.16
43162.98+23.09 4 0.006 0.42+0.12 1.50+0.22
44140.31+£54.98 4 0.006 0.30+0.04 1.15+0.15
60494.80+1337.07 4 0.028 0.31+0.15 0.12+0.04
66373.68+162.00 4 0.006 0.86+0.32 1.36+0.13
21768.33+76.38 5/6 0.001 0.37+0.14 0.91+0.15
28062.34+19.39 5/6 0.001 4.54+0.44 3.19+0.36
29005.23+12.48 5/6 0.016 3.24+0.22 2.92+0.22
33609.35+379.12 5/6 0.027 0.32+0.09 0.22+0.05
43133.12+9.77 5/6 0.001 0.19+0.05 0.56+0.12
43296.57+27.37 5/6 0.001 0.28+0.05 0.80+0.13
44206.09+56.63 5/6 0.001 0.19+0.04 0.54+0.08
51852.21+£274.66 5/6 0.043 0.03+0.01 0.06+0.03
57870.93+485.22 5/6 0.004 0.16+0.02 0.11+0.01
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= m/z Fraksiyon -degeri Yogunluk

5 (Ort£SS) y p-deg Kontrol Ateroskleroz

S| 6857.99+3.70 [1/2 0.032 10.91£2.68 | 32.22+20.58

o

[}

2 [ 13936414672 |3 [ 0.049 201146 | 2.49+0.52

<

Z 27655.79+£392.43 |4 | 0.034 1.01£0.65 | 0.38+0.24

)

S | 21094.72+30.53 |5/6 0.001 0.47+0.22 1.16+0.36

S | 21550.59+55.46 |5/6 0.001 1.50+0.53 4.70+1.04

= | 22000.59+55.14 |5/6 0.001 2.26+0.68 4.49+0.61
29997.95+47.80 |5/6 0.020 2.29+0.76 1.84+0.44

m/z . .. Yogunluk
(Ort£SS) Fraksiyon p-degeri Kontrol Ateroskleroz

125385.25+826.97 | 1/2 0.032 0.04+0.01 0.06+0.02

= | 140077.41£911.68 | 1/2 0.022 0.01+0.00 0.02+0.01

St

%}

S | 33126.18+1425 |4 0.005 4.85+0.52 5.76+0.62

5| 59110.09+562.85 |4 0.049 0.45+0.12 0.60+0.15

S| _66060.59+32.69 |4 0.007 9.38+1.75 11.64+1.17

= | 96719.61+0.00 |4 0.010 0.12+0.02 0.09+0.02

2

= | 21608.67+148.95 |5/6 0.002 0.77+0.24 1.41+0.30

2 | 30673.93+£253.76 |5/6 0.002 0.61+0.24 0.31+0.07

Q| 33192.75+61.49 |5/6 0.002 1.52+0.38 2.37+0.40

S | 43220.10+71.23 | 5/6 0.001 0.39+0.15 1.04+0.26

= | 45161.38+459.12 [5/6 0.001 0.40+0.09 0.75+0.05
66152.79+251.58 | 5/6 0.002 2.46+0.74 3.88+0.58
66792.12+58.29 |5/6 0.002 1.83+0.66 3.05+0.62
131167.74+£1979.19 | 5/6 0.022 3.05+0.17 0.55+0.09

56




Ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore sinyal yogunlugu belirgin olarak
yiiksek (up) ya da diisiikk (down) protein/peptidlerin sayisi farkli chiplere gore Sekil
4.4.1°de gosterilmektedir. Yapilan analiz ve istatistiksel degerlendirmelere gore
yiiksek ve diisiik sinyal yogunlugu gosteren piklerin sayisi en fazla H50, en az pik
sayist da IMAC30 chipinde bulundu.
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CM10 H50 IMAC30

Sekil 4.4.1. Kontrol ve ateroskleroz gruplarinda sinyal yogunlugu istatistiksel olarak anlamli
peptid/proteinlerin farkli chiplerdeki sayisi. Yiiksek (Up) ya da diisiik (down) olarak
eksprese edilen pik gruplarmin toplam sayis1 gosterilmistir.

Tablo 4.4.1°de yer alan istatistiksel olarak anlamli 107 peptid/protein
pikinden bazilar1 asagida farkli sekillerde de gosterilmektedir. F5/6 fraksiyonun
IMAC30 chipinde yliksek lazer enerjisi ile okunmasindan elde edilen pik
yogunluklar1 Sekil 4.4.2°de 1s1 haritasi olarak verilmistir.
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Sekil 4.4.2. Fraksiyon 5/6 dan elde edilen 6rneklerin protein paterninin IMAC30 chipinde yiiksek
lazer enerjisi kullanilarak elde edilen 1s1 haritasi. Harita igerisindeki kirmizi bolgeler
ekspresyonu yiiksek (upregiile), yesil bolgeler ise ekspresyonu diisiik (downregiile)
protein/peptidleri gostermektedir. Gruplar mavi (kontrol) ve kirmizi (ateroskleroz) ile
haritanin iist kisminda gosterilmistir. Is1 haritasinin sag tarafindaki sayisal degerler bu
chipte elde edilen istatistiksel olarak anlamli protein/peptidlerin kiitle/iyon orani (m/z,
dalton) degerlerini gostermektedir.
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Kontrol ve ateroskleroz gruplarinda istatistiksel olarak farkli olan bazi
peptid/proteinlerin jel goriintiileri Sekil 4.4.3, Sekil 4.4.4 ve Sekil 4.4.5°de
verilmektedir.
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Sekil 4.4.3. CM10 chipinde Fraksiyon 4’den elde edilen, ateroskleroz ve kontrol grubunda farkli
yogunluk gosteren 27945 dalton m/z degerine sahip bir proteinin jel goriintiisii. Bu
proteinin yogunlugu ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore diisiiktii (downregiile).
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ekil 4.4.4. chipinde Fraksiyon en elde edilen, ateroskleroz ve kontrol grubunda farkli

Sekil 4.4.4. CM10 chipinde Fraksi 5/6’den elde edil k1 k 1 grubunda farkl
yogunluk gosteren 43006 dalton m/z degerine sahip bir proteinin jel goriintiisii. Bu
proteinin yogunlugu ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore yiiksekti (upregiile).
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Sekil 4.4.5. IMAC30 chipinde Fraksiyon 4’den elde edilen, ateroskleroz ve kontrol grubunda farkli
yogunluk gosteren 28195 dalton m/z degerine sahip bir proteinin jel goriintiisii. Bu
proteinin yogunlugu ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore diistiktii (downregiile).

Ateroskleroz ve kontrol grubunda istatistiksel olarak farkli olan bazi
peptid/proteinlerin kiimeleme goriintiisii Sekil 4.4.6, Sekil 4.4.7 ve Sekil 4.4.8°de
verilmektedir.
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Sekil 4.4.6. CM10 chipinde Fraksiyon 4’den elde edilen, ateroskleroz ve kontrol grubunda farkli
yogunluk gdsteren 27925 dalton m/z degerine sahip bir proteinin kiimeleme goriintiisii.
Bu proteinin yogunlugu ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore disiikti
(downregiile).
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Sekil 4.4.7. H50 chipinde Fraksiyon 5/6’den elde edilen, ateroskleroz ve kontrol grubunda farkl

yogunluk gdsteren 12739 dalton m/z degerine sahip bir proteinin kiimeleme goriintiisii.
Bu proteinin yogunlugu ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore diistiktii
(downregiile).
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Sekil 4.4.8. IMAC30 chipinde Fraksiyon 5/6’den elde edilen, ateroskleroz ve kontrol grubunda farkli

yogunluk gdsteren 21550 dalton m/z degerine sahip bir proteinin kiimeleme goriintiisii.
Bu proteinin yogunlugu ateroskleroz grubunda kontrol grubuna gore yiiksekti

(upregiile).
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4.4.2. Darbepoetin-a Tedavisi Alan ve Almayan Ateroskleroz gruplarinin
SELDI-TOF-MS Analiz Verileri

Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan ateroskleroz gruplarindan elde edilen
4 farkli serum fraksiyonunun, 3 farkli chipte (CM 10, H50, IMAC30) toplam 12 farkli
analizinin, diisiik ve yliksek lazer enerjisi ile okunup, degerlendirilmesi sonucunda,
molekiil agirligi >5 kDa olan toplam 145 tane kiimelenmis protein/peptid pikinde
sinyal yogunluklarinin (protein ekspresyon gostergesi), anlamli olarak farkli oldugu
tespit edildi (p<0.05). Tablo 4.4.2°de, diisiik ve yiiksek lazer enerjisi ile okunan 3
farkl chipte istatistiksel olarak anlamli yogunluk (ekspresyon) farkliligi gosteren 145
protein/peptidin, kiitle/iyon orant (m/z) degerleri, elde edildikleri serum
fraksiyonlari, darbepoetin-a. tedavisi alan ve almayan aterosklerotik gruplardaki pik
yogunluklar1 ve istatistiksel anlamlilik degerleri gosterilmektedir.

145 protein/peptid pikinden 74’unun sinyal yogunluklari, darbepoetin-a ile
tedavi edilen ateroskleroz grubunda tedavi edilmeyen ateroskleroz grubu ile
karsilagtirildiginda yiiksek (upregiile), 71 pikin sinyal yogunluklari ise darbepoetin-o
ile tedavi edilen ateroskleroz grubunda tedavi edilmeyen ateroskleroz grubuna gore
diisiiktii (downregiile).
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Tablo 4.4.2. Darbepoetin-a. tedavisi alan ve almayan aterosklerotik gruplarda sinyal yogunluklar
istatistiksel olarak anlamh farklilik gdsteren peptid/proteinler

CM10 Diisiik Lazer Enerji

Yogunluk
Darbepoetin-a | Darbepoetin-a
m/z . ..
Fraksiyon| p-degeri almayan alan
(Ort£SS) ) )
aterosklerotik | aterosklerotik
grup grup

7849.98+6.99 1/2 0.003 11.56£1.91 4.92+1.42
7878.79+3.03 1/2 0.003 11.59+£2.76 3.23+1.00
7899.17+2.75 1/2 0.003 12.02+3.07 2.54+0.45
7931.39+7.52 1/2 0.003 12.34+2.86 3.76+0.99
11687.76+47.11 1/2 0.003 0.73+0.29 3.86+1.33
15791.43+8.51 1/2 0.012 7.51£2.06 3.73£1.66
15868.38+13.40 1/2 0.019 7.17+1.88 4.44+1.79
16376.30+36.86 1/2 0.013 3.96+1.36 1.55+0.49
19380.00+18.12 1/2 0.003 0.53+0.26 0.05+0.02
13767.02+13.77 3 0.012 2.12+0.36 2.94+0.95
16981.16+9.39 3 0.001 0.224+0.06 0.48+0.08
21407.61+62.016 3 0.001 0.36+0.06 0.17+0.04
22012.00+83.38 3 0.001 0.82+0.17 0.24+0.02
25802.22+60.33 3 0.001 0.49+0.10 0.08+0.02
5129.99+8.99 4 0.001 2.34+0.58 0.58+0.21
16551.98+9.24 4 0.001 0.89+0.14 0.11+£0.04
22273.14+85.15 4 0.001 1.04+0.16 0.19+0.03
25930.59+30.91 4 0.001 0.29+0.03 0.11+£0.04
5156.17+8.77 5/6 0.001 2.33+0.76 1.26+0.24
8725.11+0.86 5/6 0.001 4.35+1.65 17.57£7.76
8743.19+2.12 5/6 0.001 3.11£1.00 12.94+4 91
9350.90+9.75 5/6 0.001 3.22+0.43 0.32+0.13
12159.79+10.19 5/6 0.002 0.41+£0.11 1.15+0.49
13987.15+15.45 5/6 0.001 2.09+0.43 0.45+0.16
18819.94+52.28 5/6 0.002 0.52+0.17 0.21+0.09
21500.59+12.49 5/6 0.001 0.45+0.14 0.07+0.03
22026.36+18.04 5/6 0.001 0.33+0.07 0.06+0.02
28030.50+28.17 5/6 0.006 0.58+0.17 0.28+0.16
28893.28+67.20 5/6 0.004 0.39+0.12 0.18+0.08
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CM10 Yiiksek Lazer Enerji

Yogunluk

Darbepoetin-a

Darbepoetin-a

m/z Fraksiyon | p-degeri almayan alan
(Ort£SS) ] ]
aterosklerotik | aterosklerotik
grup grup
29849.33+64.60 1/2 0.004 0.78+0.38 1.75+0.67
38760.16+46.16 1/2 0.006 2.30+0.82 0.85+0.32
54192.02+1248.09 1/2 0.001 0.12+0.02 0.304+0.09
33058.47£159.92 3 0.002 2.1840.29 0.56+0.14
38882.28+341.99 3 0.002 1.99+0.34 1.18+0.28
49898.82+484 .51 3 0.003 0.08+0.01 0.19+0.08
71937.13+339.28 3 0.009 0.69+0.07 0.39+0.19
77372.73+984.69 3 0.006 2.75+0.42 5.61+1.66
98809.36+818.95 3 0.020 0.05+0.02 0.084+0.02
105026.62+1366.39 3 0.002 0.03+0.01 0.13+£0.03
156094.49+1976.30 3 0.006 0.14+0.06 0.50+0.16
33298.99+89.83 4 0.002 3.53+0.32 1.89+0.18
38428.97+49.17 4 0.006 0.13+0.05 0.07+0.02
44233.03+69.18 4 0.002 1.02+0.10 0.44+0.06
49697.86+122.80 4 0.002 0.62+0.08 0.294+0.03
51762.41+39.06 4 0.002 0.99+0.09 0.61+0.10
65941.71+27.79 4 0.002 6.43+0.60 10.444+1.35
80854.22+573.36 4 0.003 0.09+0.04 0.26+0.07
88304.16+42.52 4 0.006 0.29+0.05 0.21+0.02
109879.96+160.10 4 0.002 0.04+0.01 0.124+0.03
116249.33+1150.44 4 0.002 0.06+0.01 0.13+0.01
132101.09+127.76 4 0.002 1.22+0.10 1.88+0.10
198040.344+204.79 4 0.002 0.19+0.02 0.44+0.05
33189.34+45.97 5/6 0.003 1.06£0.19 0.52+0.07
34007.35+15.71 5/6 0.012 0.44+0.07 0.30+0.07
43122.35+346.87 5/6 0.012 0.78+0.22 0.26+0.09
45201.99+551.71 5/6 0.012 0.43+0.04 0.16£0.03
66119.47+£53.53 5/6 0.012 1.64+0.24 2.28+0.56
75411.01+380.33 5/6 0.003 0.14+0.03 0.24+0.03
81848.22+614.69 5/6 0.003 0.05+0.01 0.15+0.04
115303.48+619.67 5/6 0.003 0.02+0.00 0.05+0.01
132519.71+415.73 5/6 0.003 0.23+0.03 0.33+0.09
149615.34+1268.07 5/6 0.012 0.03+0.01 0.07+0.02
162726.05+2392.79 5/6 0.003 0.01+0.00 0.04+0.01

64




HS50 Diisiik Lazer Enerji

Yogunluk

Darbepoetin-o

Darbepoetin-a

m/z Fraksiyon | p-degeri almayan alan
(Ort£SS) aterosklerotik aterosklerotik
grup grup
15064.49+42.71 1/2 0.003 0.98+0.39 9.50+3.56
15692.54+15.52 1/2 0.003 18.74+5.62 94.62+27.33
15755.32+11.69 1/2 0.003 19.65+4.23 88.59+38.08
15862.59+14.34 1/2 0.003 18.42+3.59 59.1749.15
15935.71+27.89 1/2 0.003 15.65+2.68 46.65+16.48
14626.78+7.59 3 0.033 3.48+1.42 0.93+0.04
21455.49+21.33 3 0.033 1.05+0.31 4.80+1.37
8918.48+20.00 4 0.003 12.67+4.32 41.62+16.21
9278.54+14.26 4 0.033 4.29+1.74 11.09+4.73
14087.03+26.56 4 0.001 7.61+£2.41 2.17+0.97
21556.38+92.49 4 0.001 1.68+0.62 0.59+0.14
22440.50+240.04 4 0.003 1.11+£0.22 0.58+0.16
25981.01+82.49 4 0.006 1.62+0.59 0.86+0.24
28871.28+75.36 4 0.045 1.75+0.48 1.27+£0.36
5018.93+1.26 5/6 0.001 2.09+0.96 26.17+12.42
6025.74+3.28 5/6 0.001 2.46+1.06 12.25+£5.67
7015.95+7.82 5/6 0.001 15.83+2.64 6.17+£2.83
8360.91+24.6 5/6 0.001 6.23+2.31 16.88+8.06
8852.71+20.02 5/6 0.009 43.18+9.36 76.24+29.41
8929.46+5.48 5/6 0.009 18.68+5.72 33.52+13.16
9352.49+28.87 5/6 0.001 28.92+4.88 5.03+£1.95
9649.55+5.39 5/6 0.001 14.90+2.03 1.44+0.36
9928.53+13.02 5/6 0.034 6.41+1.59 4.62+2.05
13975.534+5.88 5/6 0.001 4.91+0.91 2.30+1.02
14053.49+16.62 5/6 0.001 16.88+4.28 1.09+£0.47
14481.21+14.90 5/6 0.001 10.96+2.34 0.60+0.22
14986.46+110.88 5/6 0.001 5.76+2.46 0.47+0.17
15732.14+17.95 5/6 0.001 3.05+0.74 1.47+0.68
15845.78+45.02 5/6 0.001 3.45+1.52 1.01+0.47
21556.34+66.83 5/6 0.001 1.46+0.43 0.15+0.05
28169.71+17.11 5/6 0.001 4.23+1.03 1.32+0.51
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Yogunluk
Darbepoetin-o Darbepoetin-a
m/z Fraksiyon | p-degeri almayan alan
(Ort£SS) aterosklerotik aterosklerotik
grup grup
92021.45+1016.31 1/2 0.002 0.02+0.00 0.06+0.02
43716.60+62.70 3 0.008 1.924+0.52 0.66+0.19
51857.56+76.71 3 0.023 0.31+0.14 0.124+0.03
= | 66398.97+269.26 3 0.008 1.254+0.29 3.28+0.61
E 106226.50+1887.33 3 0.008 0.03+0.00 0.06+0.01
= | 135723.69+1252.35 3 0.023 0.05+0.02 0.13+0.05
E 152507.02+2374.62 3 0.023 0.02+0.00 0.03+0.00
S 190266.58+4130.12 3 0.008 0.01£0.00 0.03+0.01
L
;ﬁ 51819.95+106.85 4 0.006 2.44+0.63 5.35+0.76
-~ 60494.80+316.42 4 0.006 0.12+0.05 0.54+0.15
& 66378.68+315.48 4 0.006 1.36+0.14 4.81+0.79
= 74642.69+341.13 4 0.006 0.14+0.01 0.57+0.14
82172.69+584.70 4 0.006 0.09+0.03 0.28+0.06
94380.44+221.93 4 0.006 0.03+0.01 0.08+0.03
117863.77+581.16 4 0.006 0.04+0.01 0.11+0.04
133403.37+1521.37 4 0.006 0.17+0.03 0.42+0.10
197517.34+2371.93 4 0.006 0.01+0.00 0.04+0.01
51852.21+281.28 5/6 0.001 0.06+0.03 0.19+0.04
89129.07+1029.62 5/6 0.020 0.03+0.00 0.04+0.01
177556.44+3569.38 5/6 0.015 0.01+0.00 0.02+0.01
= Yogunluk
= m/z . L Darbepoetin-c. Darbepoetin-o.
= (Ort£SS) Fraksiyon | p-degeri almayan . alan atelPosklerotik
< aterosklerotik
Z grup srip
2 | 21094.72+36.67 5/6 0.001 1.16+0.36 0.43+0.15
2 21550.59+31.94 5/6 0.001 4.71+1.04 0.23+0.10
O { 22000.55+33.88 5/6 0.001 4.50+0.56 0.42+0.13
S 279152943180 | 506 0.001 8.06=1.66 2.88+1.25
= 1 28818.55+22.41 5/6 0.001 4.69+0.99 1.524+0.57
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IMAC30 Yiiksek Lazer Enerji

Yogunluk

Darbepoetin-o.

almayan Darbepoetin-o
m/z aterosklerotik alan aterosklerotik
(Ort£SS) Fraksiyon | p-degeri grup grup
33126.69+11.18 4 0.001 5.76£0.49 2.83+0.53
41222.42+939.92 4 0.001 0.27+0.10 0.78+0.13
44165.76+180.88 4 0.001 1.27+0.15 0.71£0.15
47728.80+446.79 4 0.001 0.81+0.16 0.28+0.05
66060.59+136.10 4 0.015 11.64+0.82 17.91+4.50
81444.08+242.64 4 0.008 0.45+0.14 1.09+0.44
88597.77£187.27 4 0.027 0.21+0.07 0.12+0.05
98954.84+60.36 4 0.008 0.61+0.14 0.360.10
109258.25+688.12 4 0.001 0.05+0.01 0.21+0.03
115119.844+565.38 4 0.002 0.06+0.02 0.13+0.02
164711.07£919.77 4 0.005 0.03+0.01 0.05+0.02
177546.23+2002.33 4 0.001 0.01+0.00 0.05+0.01
33192.75+30.48 5/6 0.002 2.384+0.36 1.12+0.27
43220.10+£104.34 5/6 0.002 1.05+£0.26 0.36£0.05
45161.38+279.29 5/6 0.002 0.76+0.05 0.34+0.06
49730.15+186.56 5/6 0.004 0.28+0.07 0.18+0.03
66152.79+228.74 5/6 0.035 3.88+0.41 6.13+1.61
66792.12+43.04 5/6 0.006 3.06+0.55 4.78+1.13
81807.60+369.31 5/6 0.002 0.12+0.03 0.38+0.07
112186.95+895.56 5/6 0.002 0.02+0.01 0.06x0.02
116031.98+518.78 5/6 0.002 0.02+0.00 0.06+0.01
131167.74+1293.45 5/6 0.035 0.55+0.09 0.86x£0.25
147772.31£1436.37 5/6 0.002 0.06+0.01 0.14+0.02
162535.33+1116.16 5/6 0.002 0.01+0.00 0.02+0.00
177887.93+1269.09 5/6 0.002 0.01+0.00 0.02+0.00
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Darbepoetin-o. tedavisi alan ateroskleroz grubunda, darbepoetin-a tedavisi
almayan ateroskleroz grubuna gore sinyal yogunlugu belirgin olarak yiiksek (up) ya
da diisilk (down) protein/peptidlerin sayis1 farkli chiplere gore Sekil 4.4.9°te
gosterilmektedir. Yapilan analiz ve istatistiksel degerlendirmelere gore yiiksek ve
diisiik sinyal yogunlugu gosteren piklerin sayisi en fazla CM10 (64), en az pik sayisi
da IMAC30 (30) chipinde bulundu. On calismalarimiza gore yapilan
degerlendirmeler sonucunda IMAC 30 chipinde fraksiyon 1/2 ve fraksiyon 3’te ¢cok
az sayida pik elde edildiginden, IMAC 30 chipinde sadece fraksiyon 4 ve fraksiyon
5/6 verilerinde degerlendirme yapilmistir.

35+
30+
25
20+
154
10

uP ‘DOWN uP ‘DOWN UP ‘DOWN
CM10 H50 IMAC30
clusters] 20 | 35 | 31 | 20 | 5 | 25

Sekil 4.4.9.  Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan ateroskleroz gruplarinda sinyal yogunlugu
istatistiksel olarak anlaml peptid/proteinlerin farkli chiplerdeki sayisi. Yiiksek (Up) ya
da diisiik (down) olarak eksprese edilen pik gruplarinin toplam sayisi gosterilmistir.

Tablo 4.4.2°de yer alan Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan ateroskleroz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli 145 peptid/protein piklerinden bazilar
asagida farkli sekillerde de gosterildi. Darbepoetin-oe tedavisi alan ve almayan
ateroskleroz gruplarindan elde edilen 4. fraksiyonun H50 chipinde yiiksek lazer
enerjisi ile okunmasindan elde edilen pik yogunluklar1 Sekil 4.4.10°da 1s1 haritasi
olarak gosterilmektedir.
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Sekil 4.4.10. Fraksiyon 4’den elde edilen orneklerin protein yogunluklarinin H50 chipinde yiiksek
lazer enerjisi kullanilarak elde edilen 1s1 haritasi. Harita igerisindeki kirmizi bolgeler
sinyal yogunlugu yiiksek (upregiile), yesil bolgeler sinyal yogunlugu diisiik
(downregiile) protein/peptidleri gostermektedir. Gruplar mavi (darbepoetin-o. tedavisi
almayan ateroskleroz grubu) ve kirmizi (darbepoetin-a tedavisi alan ateroskleroz grubu)
ile haritanin {ist kisminda gosterilmistir. Is1 haritasinin sag tarafindaki sayisal degerler bu
chipte elde edilen istatistiksel olarak anlamli protein/peptidlerin kiitle/iyon orani (m/z,
dalton) degerlerini gostermektedir.

Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan ateroskleroz gruplarinda istatistiksel

olarak farkli olan bazi peptid/proteinlerin pik goriintiisii Sekil 4.4.11, Sekil 4.4.12 ve
Sekil 4.4.13°de verilmektedir.
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Sekil 4.4.11. CM10 chipinde Fraksiyon 1/2’den elde edilen, Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan

aterosklerotik gruplarda farkli sinyal yogunlugu gosteren 6844, 7001, 8142 dalton m/z
degerlerine sahip bazi proteinlerin pik gorlintiisi. Bu proteinlerin  yogunlugu,
darbepoetin-o. tedavisi alan ateroskleroz grubunda darbepoetin-o tedavisi almayan
ateroskleroz grubuna gore yiiksekti (upregiile).
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Sekil 4.4.12. H50 chipinde Fraksiyon 1/2’den elde edilen, Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan

aterosklerotik gruplarda farkli sinyal yogunlugu gosteren 6994, 8145, 8737, 9321 dalton
m/z degerlerine sahip bazi proteinlerin pik goriintiisii.
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Sekil 4.4.13. IMAC30 chipinde Fraksiyon 5/6’den elde edilen, Darbepoetin-o. tedavisi alan ve
almayan aterosklerotik gruplarda farkli sinyal yogunlugu gosteren 19479, 21551, 22001
dalton m/z degerlerine sahip bazi proteinlerin pik goriintiisii.

Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan aterosklerotik gruplarda istatistiksel
olarak farkli olan bazi peptid/proteinlerin kiimeleme goriintiisii Sekil 4.4.14 ve Sekil
4.4.15°da verilmektedir.
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Sekil 4.4.14. CM10 chipinde Fraksiyon 3’den elde edilen, Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan
ateroskleroz gruplarinda farkli sinyal yogunlugu gosteren 33058 dalton m/z degerine
sahip bir proteinin kiimeleme goriintiisii. Bu proteinin yogunlugu darbepoetin-a. tedavisi
alan ateroskleroz grubunda darbepoetin-a tedavisi almayan ateroskleroz grubuna gore
diistiktii (downregtile).
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Sekil 4.4.15. IMAC30 chipinde Fraksiyon 4’den elde edilen, Darbepoetin-a tedavisi alan ve almayan
ateroskleroz gruplarinda farkli sinyal yogunlugu gosteren 33127 dalton m/z degerine
sahip bir proteinin kiimeleme goriintiisii. Bu proteinin yogunlugu, darbepoetin-a tedavisi
alan ateroskleroz grubunda darbepoetin-a. tedavisi almayan ateroskleroz grubuna gore
diisiiktii (downregiile).
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TARTISMA

Ateroskleroz ve aterosklerozla iligkili koroner arter hastaligi, inme, tiremi gibi
komplikasyonlar halen tiim diinyada hastali§a bagli hasarlarin ve 6liimiin basta gelen
nedenleri arasinda yer alir ve endiistrilesmis diinyanin 6nde gelen saglik
sorunlarindan biridir. Kronik kalp yetmezligi, kronik bdbrek yetmezligi gibi
hastaliklara eslik eden aneminin tedavisinde, eritropoietin ve tiirevi ilaglar
kullanilmaktadir. Yaptigimiz literatiir taramast sonucunda eritropoietin ile
kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iligkilerin incelendigi c¢alisma sonuglarinin
tutarsiz oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda birinci basamak olarak,
eritropoietin tlirevi olan darbepoetin’in aterosklerozla iliskili inflamasyon, endotelyal
disfonksiyon ve oksidatif stres iizerine etkileri, ApoE”" fare modeli kullamlarak
incelenmistir.

Ateroskleroz gelisimi ve ilerlemesinde patojenik basamaklarin  ve
sebeplerinin  arastirilmasinda, hayvan calismalari  6ne ¢ikmaktadir. Insan
aterosklerotik lezyonlarinin incelenmesinde, insanlarda gelisen lezyonlara ¢ok benzer
lezyonlar gelistiren ve hiicre tipleri agisindan benzerlik gosteren ApoE™ fareler son
yillarda en ¢ok kullanilan hayvan modelidir. [18, 49, 70].

Standart diyetle spontan ateroskleroz gelistirebilen tek fare modeli olan
ApoE™ fareler diinyada yaygin olarak kullanilmakla birlikte, Tiirkiye’de yapilan
caligsmalar arasinda bu modelle yapilmis ateroskleroz ¢aligmasina rastlanmamistir ve
bu sebepten dolay1 yaptigimiz ¢alisma lilkemizde su ana kadar yapilan ilk ¢alismadir.

Calismamuzda, yurtdisindan ithal ettigimiz ApoE” farelerde yiiksek
kolesterol ve trigliserid diizeyleri ile aterosklerozun zamana bagli gelisimi ve
ilerlemesi histolojik olarak gosterildi. Hiperkolesterolemi gelisen 8 haftalik ApoE™
farede, damarin enine kesitinin 151k mikroskobu ile incelenmesi sonucu, belirgin
intima media kalinlasmasi belirlenemedi. 12 haftalik iken feda edilen bir ApoE™
farede, intima media kalinlagmasi belirgin olarak gosterildi. 20 haftalik bir farede
lezyon gelisimi lipid c¢ekirdek ve fibréz kapsiil olusumu ile ateroskleroz olusumu
gosterildi. Calismaya dahil edilen ApoE” farelerin ateroskleroz gelisim periodlari
literatiirle uyumludur [18].

Jawien et al., 5-6 haftalik ApoE'/' farelerde, monositlerin endotele
adezyonlarinin ve benzer yas doneminde transendotelyal monosit go¢iiniin, elektron
mikroskobisi ile gosterilebildigini ve 6-10. haftalarda kopiik hiicre olusumu ile
karakterize yagl c¢izgilenmelerin gelisebilecegini belirtmistir [18].
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Calismamizda, standart fare yemi ile beslenen tiim ApoE'/ " fareler ile saglikli
CS57BL/6]J farelerin viicut agirhiklar1 karsilagtirildiginda, anlamli bir farklilik
bulunmadi. Bu bulgumuz Jawien et al.’in bulgulart ile uyumludur [18]. Ayrica
ApoE™ fareler C57BL/6J farelerle karsilastirildiginda, genel goriiniim, aktivite ve
davraniglarinda da géze ¢arpan bir farklilik saptanmadi.

Calismamizda, ApoE” farelerde ve saglikli C57BL/6J farelerde, total
kolesterol ve trigliserid diizeyleri 6lciildii. Kolesterol diizeyleri erken aterosklerotik
donemde kontrol grubuna kiyasla 5-6 kat artarken, ilerleyen aterosklerozla birlikte
aradaki fark 7 kat artti§1 saptandi. Trigliserid diizeylerinin ise, erken aterosklerotik
grupta kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2 kat arttig1 gdzlemlendi. Iki grup arasindaki
fark, ileri aterosklerotik gruplarda daha da yiikselmis olarak bulundu.

Zadelaar et al., ApoE™ farelerde kolesterol diizeylerinin C57BL/6J farelere
gore 4 kat arttigmi ve bunun ApoE proteinin olmamasi ile alakali oldugunu
vurgulamistir [70]. Jawien et al. ise saglikli kontrol fareler ile ApoE™ fareler arasinda
kolesterol diizeylerinde 5 katlik artis oldugunu ve bu artigin yas ya da cinsiyetten
etkilenmedigini belirtmistir. Yine ayn1 ¢aligmada trigliserid diizeylerinin %68 arttig1
belirtilmistir [18]. Trigliserid ve kolesterol diizeylerini igeren bulgularimiz, literatiirle
benzerlik gostermektedir.

Yaptigimiz bu calismada, aterosklerotik ve saglikli farelerde, eritropoietin
tirevi olan darbepoetin-o’nin erken ve ilerlemis ateroskleroz {izerine etkileri
incelendi. Literatiirde eritropoietinin ve darbepoetin-a’nin ApoE'/ " farelerde lipid
profiline olan etkilerini inceleyen bir yayin bulunmamaktadir. Bu nedenle
calismamiz, insanlarda eritropoietinin lipid profili {izerine etkilerinin arastirildigi
calismalarla karsilastirildi.

Eritropoiezi stimiile eden bir protein olan eritropoietinin lipid profiline olan
etkileri, en fazla aneminin ¢ok goriildiigii son donem bobrek yetmezlikli, 6zellikle de
hemodiyaliz tedavisi alan hastalarda incelenmistir. Kronik bobrek yetmezliginde,
kardiyovaskiiler hastalikla iligskili morbidite ve mortalite riski ¢ok yliksek
oldugundan, bu alanda eritropoietinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalar oldukca
fazladir. Literatlirde eritropoietinin kardiyovaskiiler hastalik insidansina etkilerinin
incelendigi yayinlarda, ¢ok ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir.

Yaptigimiz bu calismada, uzun dénem darbepoetin-oo tedavisinin total
kolesterol iizerine etkisinin sonuglari, Allegra et al., ile Prata et al.’in sonuglar ile
uyumludur. Hem erken hem de ilerlemis ateroskleroz dénemlerinde darbepoetin-o
tedavisinin, kolesterol diizeylerini degistirmedigi gozlemlendi. Darbepoetin-a
tedavisinin erken ateroskleroz periodunda trigliserid sonuglarinda artisa sebep
oldugu, ancak ileri ateroskleroz doneminde trigliserid diizeyleri lizerine etkisinin
olmadigi saptandi. Allegra et al. caligsmalarinda trigliserid diizeylerindeki artigin fazla
kalori alimim ile alakali olabilecegini vurgulamislardir, fakat bizim ¢alismamizda
tiim fareler ayn1 yem ile beslendiginden, bu artisin diyetteki kalori artis1 ile alakali
olmadigin1  diisinmekteyiz. Ozetle, darbepoetin-o.  tedavisinin  ateroskleroz
olusumunda 6nemli risk faktorlerinden biri olan hiperkolesterolemiye olumlu ya da
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olumsuz bir etkisi yoktur denebilir. Bu sonuglarimiz, Kes et al.’un insanlarda yaptigi
arastirma sonuclar ile ¢elismektedir.

Kes et al., rekombinant insan eritropoietin (rHuEpo)’in insan lipid profiline
etkisini arastirdiklar1 klinik bir calismada, lipid profilini olusturan total kolesterol,
LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserid diizeylerini degerlendirmislerdir. Uzun
donem eritropoietin tedavisinin, total kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azaliga ve HDL-kolesterol diizeylerinde
anlamli artisa neden oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar, bu bulgularina gore,
uzun donem rHuEpo tedavisinin lipid profilinde iyilesmeye sebep oldugunu 6ne
sirmiisler ve rHuEpo tedavisinin kardiyovaskiiler hastalik insidansin
azaltabilecegini vurgulamislardir [101].

Allegra et al., uzun donem eritropoietin tedavisinin hemodiyaliz hastalarinda
kan lipid profiline etkilerini incelemislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alismada, 33 hemodiyaliz
hastasina diyaliz seansinin sonunda, haftada 3 kere eritropoietin enjekte edilmistir.
Eritropoietin tedavisi almayan 17 hemodiyaliz hastasi, kontrol grubu olarak
calismaya dahil edilmistir. Tim hastalar, diyetsel faktorleri aragtirmak i¢in enerji
alimi fazla ve normal olan iki gruba ayrilmistir. Bir yil siiren tedavi boyunca total
kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol ve trigliserid diizeyleri 2 aylik
periodlarla 6l¢iilmiistiir. Sonucta arastirmacilar, total kolesterol diizeylerinin ¢alisma
stiresince degigsmedigini, trigliserid diizeylerinin ise 4. ayda artmaya basladigini
bulmuslardir. Trigliseridteki artisin diyetteki kalori miktariyla iligkili olabilecegini
sOylemislerdir [102]

Prata et al., hemodiyaliz hastalarinda uzun dénem rHuEpo tedavisinin, kan
lipid profili iizerine olan etkilerini incelemislerdir. 102 hemodiyaliz hastasina 2 yil
boyunca iv. rHuEpo tedavisi uygulanmislardir. rHuEpo tedavisi almayan 20
hemodiyaliz hastas1 kontrol grubunu olusturmustur. Calismada, total kolesterol,
LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserid, Apo Al, Apo B ve Lp(a) diizeyleri
tedaviye baglanmadan, tedavinin ilk yilinda ve ikinci yilin sonunda 6l¢tilmiistiir. Tiim
gruplarda Apo Al diizeyleri artarken, diger lipid parametrelerinde bir degisiklik
olmamigtir. Sonugta uzun donem rHuEpo tedavisinin, total kolesterol, LDL-
kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserid, Apo B ve Lp(a) diizeylerine etki etmedigini
bulmuslardir [103].

Calismamizda, oksidatif statiiyli belirlemek icin protein karbonil gruplart ve
8-isoprostan diizeyleri 6lgiildii. Sonuglarimiza gore, kontrol grubundaki C57BL/6
farelere kiyasla, aterosklerotik gruptaki ApoE” farelerde protein karbonil gruplari ve
8-isoprostan diizeyleri daha yiiksek oldugu bulundu. Bulgularimiz literatiirdeki
ateroskleroz gelisiminde artmis oksidatif stresin roliiniin vurgulandig1 calismalar ile
ortismektedir [3, 35, 40, 50, 104]

Calismamizda, uzun dénem darbepoetin-o tedavisinin tiim aterosklerotik
gruplarin  karbonil diizeylerinde azalmaya sebep oldugu gosterildi. Erken
aterosklerotik donemdeki %30’luk azalma, istatistiksel olarak anlamli degildir.
Bunun yaninda, ileri aterosklerotik donemde azalma (%45) istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Uzun doénem darbepoetin-o. tedavisinin 8- isoprostan diizeyleri
tizerine etkisinin karbonil gruplarindaki etkiye benzer oldugu gozlemlendi. Uzun
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donem darbepoetin-a tedavisinin tiim aterosklerotik gruplarin 8- isoprostan
diizeylerinde azalmaya sebep oldugu gosterildi. Erken aterosklerotik donemdeki
%44°1iik azalma ve ileri aterosklerotik donemdeki %16’lik azalma istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Sonugta, uzun dénem darbepoetin-o tedavisinin oksidatif stres
parametrelerinde iyilesmeye sebep oldugu gosterildi. Oksidatif stresteki iyilesmenin
aterosklerozla iliskili inflamasyon ve endotel disfonksiyonu etkileyebilecegi
diisiincesindeyiz. Bu bulgularimiz, Monostori ve Parissis’in arastirma sonuglar ile
uyumludur.

Monostori et al., hemodiyaliz hastalarinda eritropoiezi stimiile eden ajanlarin
(ESA) oksidatif stresi etkileyebilecegini one siirerek, hemodiyaliz hastalarina 14
giinliilk anemi tedavisi kesintisinin ardindan, 11 giin boyunca epoitin beta ve 10
hastaya darbepoetin alfa tedavisi uygulamiglardir. Hastalarin okside ve rediikte
glutatyon (GSSG, GSH), eritrosit malondialdehit (MDA) diizeyleri, eritrosit
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) aktiviteleri tedavi dncesinde ve tedavinin
belli periodlarinda 6l¢iilmiistiir. Sonucta arastiricilar, hemodiyaliz hastalarinda kisa
donem ESA yoksunlugunun oksidatif streste artisa sebep oldugunu, darbepoetin alfa
ve epoitin beta tedavisinin oksidatif stresi azalttigini vurgulamiglardir [105].

Parissis et al., iskemik ya da idiopatik dilate kardiyomiyopatiye sekonder
olarak gelisen kronik kalp yetmezlikli hastalarda darbepoetinin oksidatif stres
parametreleri iizerine etkilerini arastirmiglardir. 30 kronik kalp yetmezlikli hasta iki
gruba ayrilmis ve bir gruba 1,5 pg/kg darbepoetin diger gruba salin subkutan olarak
enjekte edilmistir. Tiim hastalar demir destegi de almistir. 3 aylik tedavinin basinda
ve sonunda, oksidatif stres markir1 olarak MDA, karbonil gruplarimi ve glutatyon
diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Darbepoetin tedavisinin ardindan, MDA ve karbonil gruplari
diizeylerinin istatistiksel olarak azaldigini, glutatyon diizeylerinin arttigini
vurgulamiglardir. Bu parametreler plasebo grubunda degismemistir. Karbonil
gruplarindaki azalmanin calismada oOlgiilen diger kardiyolojik parametrelerdeki
degisimle korele oldugunu belirtmistir. Sonug olarak, darbepoetin tedavisinin anemik
kronik kalp yetmezlikli bireylerde oksidatif stresin ve kardiyovaskiiler sistemle
iligkili kotii etkilerini azalttigini belirtmislerdir [106].

Calismamizda, ApoE” farelerin inflamasyon belirteci olan IL-6 diizeylerinin,
kontrol grubunu olusturan C57BL/6 farelerin IL-6 diizeylerinden 5-6 kat yiiksek
oldugunu tespit ettik. Bulgularimiz Sukovich et al.’in bulgulari ile 6rtiismektedir.

Sukovich et al., ApoE” farelerin aterosklerotik lezyonlarinda IL-6
ekspresyonunu incelemislerdir. 20-24 haftalik ApoE'/ " fareleri ile aterosklerotik ve
C57BL6 fareleri ile kontrol gruplari olusturarak, aortik ark bolgelerinde ve thorasik
aortalarinda IL-6 mRNA ekspresyonlarini aragtirmiglardir. RT-PCR yontemi ile,
ApoE™ farelerin aortik ark kismida IL-6 mRNA’sin1 belirlenirken, kontrol farelerin
ve yine ApoE'/' farelerin thorasik aortalarinda IL-6 mRNA’sina rastlamamiglardir.
Bu yas grubunda deneye alinan farelerin thorasik aortalarinda, ya ateroskleroz
gelismedigini ya da c¢ok hafif lezyonlar gorildiigiinii belirtmislerdir. RT-PCR
sonuglarmi desteklemek igin, ApoE™ farelerin izole aortlarm kullanarak organ
banyolarinda, IL-6 protein sekresyonunu oOlgmiislerdir. Sistemde aortun medyum
ortamina saldig1r IL-6 diizeyi, ELISA yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Deney sonucunda
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ApoE'/ " farelerin aortlarindan yas uyumlu kontrol farelerine kiyasla 10 kat fazla IL-6
sekresyonu oldugu tespit edilmistir. Belirlenen IL-6 protein diizeylerinin
aterosklerotik lezyon alani ile korele oldugununda gosterildigi bu ¢alismada,
arastiricilar, ApoE'/' farelerin, IL-6 diizeylerinin c¢alisilmast i¢in iyi bir model
oldugunu ve IL-6 mRNA ekspresyonun ve protein diizeylerinin, insan aterosklerotik
lezyonlarinda, bu sitokinin patofizyolojik ekspresyonunu yansittigini belirtmislerdir
[107].

Yaptigimiz ¢alismada, uzun donem darbepoetin-a. tedavisinin 1L-6
diizeylerini istatistiksel olarak anlamli olmasa da yaklasik % 10-13 oraninda azalttig
belirlendi. Literatiirde darbepoetin ya da eritropoietin tedavisinin, IL-6 diizeyleri
lizerine etkilerini gosteren ApoE'/ " farelerle yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamiz, literatiirdeki Kourea et al.’in yaptigi calismada belirtilen, azalan
inflamatuar belirte¢ (IL-6, CRP) diizeyleri ile uyumludur.

Kourea et al., kronik kalp yetmezligi olan anemik bireylerde, darbepoetin
alfa’nin plazma pro-inflamatuar sitokinleri, anti-inflamatuar sitokin IL-10, ve
Fas/Fas ligand sistemine etkilerini incelemislerdir. 41 kalp yetmezIligi olan bireyler
iki gruba ayrilmis ve bir gruba 1,5 pg/kg darbepoetin, diger gruba salin subkutan
olarak enjekte edilmistir. Tiim hastalar, demir destegi almistir. 3 aylik tedavi
sonunda, LV sistolik fonksiyonlar (LVEF), plazma B-tip natriiiretik peptid (BNP),
inflamatuar belirtecler (TNF-a, IL-6, CRP), anti-inflamatuar sitokin IL-10, endotel
adezyon molekiilleri (ICAM-1 ve VCAM-1), apoptoz mediatorleri (Fas, Fas ligand)
ve 6 dakikalik yiiriylis mesafesi (6DYM) oOlgiilmiistiir. 3 aylik darbepoetin tedavisi
sonunda LVEF, 6DYM, ve BNP diizeylerinde iyilesme goriilmiistiir. IL-6 ve Fas
ligand diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diisiis belirlenmistir. Darbepoetin
tedavisi, SICAM-1 ve CRP (belirgin azalma) diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir degisiklige yol agmadig1 gosterilmistir [94].

Calismamizda, serum CRP diizeyleri, tiim ateroskleroz gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Aterosklerozun ilerlemesine paralel
olarak CRP diizeylerindeki artisginda devam ettigi tespit edildi. Artan CRP
diizeylerinin ateroskleroz gelisimi ve ilgili komplikasyonlarda bir risk faktorii
oldugu, bir¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir [108-110]. Ridker ve arkadaslari,
CRP’nin kardiyovaskiiler olaylarda LDL’den daha 1iyi bir belirte¢ oldugunu
vurgulamistir [111].

Wilund et al., ApoE” farelerde sinir sistemi ile ateroskleroz arasindaki
baglanttyr arastirdiklar1 ¢ahismalarinda, ApoE” farelerde, kontrol grubu olarak
kullanilan C57BL/6 farelerine gore CRP ve IL-6 diizeylerinde hafif ve istatistiksel
olarak anlamli olmayan olmayan artis belirlemislerdir [104].

Calismamizda, darbepoetin-o tedavisinin serum CRP diizeylerini istatistiksel
olarak anlamli diizeyde degistirmedigi tespit edildi. CRP sonuglrimiz, Pawlak et
al.’in  hemodiyaliz hastalarinda uzun donem eritropoietin tedavisinin etkilerini
inceledikleri arastirma [112] ile uyumludur. 20 stabil hemodiyaliz hastast ve 15
saglikli birey ile yapilan c¢alismalarinda, metalloproteinazlar ve inhibitorleri,
oksidatif stres (malondialdehit) ve inflamasyon (CRP) belirtegleri arastirilmistir. 12
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aylik eritropoietin tedavisi sonunda, eritropoietin tedavisinin, metalloproteinazlar,
oksidatif stres ve inflamatuar belirteglerini etkilemedigini bulmuslardir [112].

Histaminin inflamatuar olaylarda rolii oldugunu belirten yapilan calisma
sayis1 yetersizdir. Bu nedenle calismamizda darbepoetin-a’nn yeni bir inflamatuar
markir olabilecek histamin diizeylerine nasil etki ettigini arastirdik. Aterosklerotik
ApoE'/ " farelerde, serum histamin diizeylerini saglikli C57BL/6 farelerinin histamin
diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulduk. Sonuglarimiz, Huang et al.
ve Clejand et al.’un yaptiklar1 caligmalarin bulgulari ile uyumludur.

Huang et al., ApoE'/ " farelerde, akut stresin, kardiak mast hiicre aktivasyonu
ve histamin salinimina etkilerini arastirmiglardir. Calismalarinda, 8-14 haftalik erkek
ApoE'/ " fareler ve C57BL/6 soyundan fareleri kullanmislardir. Tiim farelerin kalp ve
serum numunelerinde histamin diizeyleri radioimmunassay yontemi ile dl¢iilmiistiir.
ApoE'/ " farelerdeki serum Orneklerinde stres sonucu, hem kolesterol hem de serum
histamin diizeyleri artmistir. Strese maruz birakilmamis ApoE” farelerin bazal
histamin diizeylerinin kontrol farelerine gore yiiksek oldugu bildirilmistir.
Caligmalarinda, serum ve plazma histamin diizeylerinin farkli olmadigi da
bildirilmistir [113].

Clejan et al., kan histamin diizeylerinin ateroskleroz, inflamasyon, kardiyak
olaylar ve koroner arter hastaliklari ile iligkisini arastirmislardir. 50 akut koroner
sendromlu, 50 stabil koroner hastaligi olan 100 hastada 6lgiilen histamin diizeyleri,
yas ve cinsiyet uyumlu 50 saglikli bireyin histamin diizeyleri ile karsilagtirilmstir.
Sonugcta, akut koroner sendrom ve stabil koroner hastaligi olan hastalarda histamin
diizeylerinin yiiksek oldugunu belirtmisler ve sadece kan histamin diizeyinin koroner
olaylar icin 1iyi bir belirte¢ olabilecegini ve lipid indeksleri ile beraber
degerlendirildiginde CRP’den daha iyi tanisal bir belirte¢ olabilecegini
vurgulamiglardir [114].

Calismamizda uzun donem darbepoetin-oo tedavisi, histamin diizeylerini
hafif¢ce azaltmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli bir etki saptanamadi. Yapilan
literatlir taramasinda, uzun donem darbepoetin ya da eritropoietin tedavisinin
histamin diizeylerine etkilerinin arastirildigi herhangi baska bir c¢alisma
bulunamamastir.

Ateroskleroz gelisiminde endotel disfonksiyonu ve inflamasyonun rolii
bilinmektedir. Lokositlerin endotele tutulumundan sorumlu oldugu bilinen E-
Selektin, VCAM-1 ve ICAM-1’in ¢0Oziinebilir formlari kanda bulunur ve
inflamasyon ve endotel disfonksiyonun gostergesi olarak olgiilebilir. Giiray vd, stabil
ya da anstabil anjinasi olan ve kalp krizi ge¢iren hastalarda ICAM-1 ve VCAM-1"in
diizeylerinin arttigin1 ayni hasta grubunda e-selektin diizeylerinde artis olmadigini
belirtmisleridir [115].

liyama et al., normal ve hiperkolesterolemik tavsan ve 12 hafta boyunca
yiiksek yagl diyetle beslenen LDLR” farelerde ve normal diyet alan 34 haftalik
ApoE " farelerde adezyon molekiil ekspresyonunu nothern blot analizi kullanarak
arastirmislardir. ApoE” ve LDLR™ farelerde ICAM-1 mRNA diizeylerinin 2-3 kat
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arttigini,  E-Selektin  dilizeylerinin  de§ismedigini  ve benzer sonuglarin
hiperkolesterolemik tavsanlarda da izlendigini tespit etmislerdir [116].

Rubio-Guerra et al., endotel disfonksiyonun tip 2 diabetik hastalarda yaygin
bir 6zellik oldugunu ve bu durumun artmis inflamasyon, artmig adezyon molekiilii ve
aterosklerozla iligkili oldugunu belirtmisler ve dolasimdaki adezyon molekiil
diizeyleri ile ateroskleroz arasindaki iligkiyi incelemislerdir. 30 normotansif tip 2
diabetik hastalarda ICAM-1 ve e-Selektin diizeylerini ELISA yontemi ile
Olemiislerdir. Elde edilen degerlerin, ayn1 hastalarda, karotis arterlerinden B mode
ultrasonografi ile dl¢iilen intima media kalinlig1 (IMT) ile korelasyonu arastirilmistir.
Sonugta, artmis I[CAM-1 degerlerinin IMT ile korele oldugunu, fakat e-Selektin ile
IMT degerleri arasinda anlamli bir korelasyon olmadigini belirtmisler ve normotansif
tip 2 diabetik hastalarda, ICAM-1 diizeylerinin aterosklerozla iligkili bir markir
oldugunu vurgulamiglardir [117]. Bunun aksine, Kourea et al.,, kronik kalp
yetmezligi olan anemik bireylerde 3 ay siiresince, 1.5 pg/kg.darbepoetin alfa
tedavisinin SICAM-1 diizeylerine etki etmedigini belirtmistir [94].

Calismamizda, aterosklerotik grupta (erken aterosklerotik donemde) saglikli
kontrol grubuna gore, e-Selektin ve sICAM-1 diizeylerinin, istatistiksel olarak
anlaml arttig1 tespit edildi. ilerlemis aterosklerotik dénemde erken aterosklerotik
doneme kiyasla e-Selektin diizeylerinde anlamli artis saptanmadi. Diger taraftan
ilerleyen aterosklerozla birlikte sSICAM-1 diizeylerinin daha da arttifi belirlendi.
Sonugcta aterosklerotik lezyonlardaki ilerlemeye paralel olarak SICAM-1 diizeylerinin
de artig gosterdigi tespit edildi. Bu bulgumuz, liyama et al. and Rubio-Guerra et al’in
arastirmalart ile uyumludur. [116, 117]. Darbepoetin-o.’nin, e-selektin ve ICAM-1
diizeyleri tizerine etkileri benzerdir. Uzun donem darbepoetin-o. tedavisi, adezyon
molekiillerinin diizeylerinde anlamli bir degisiklige sebep olmamuistir. Bu bulgumuz
Kourea et al.’nin ¢aligsmasi ile uyumludur.

Ateroskleroz tani ve takibinde énemli olan bir¢ok molekiil biyomarkir aday1
olarak incelenmesine ragmen, biomarkir olarak kabul edilebilecek peptid/protein ya
da peptidler/proteinler heniiz tam olarak belirlenememistir. Bu nedenle ¢alismamizin
ikinci basamaginda, yeni bir teknoloji olan SELDI-TOF-MS protein biochipleri
kullanarak aterosklerotik ApoE'/' fare serum orneklerinde protein profilleri belirlendi
ve saglikli C57BL/6 farelerin protein profili ile karsilastirildi. ApoE'/ “ve C57BL/6
farelerden elde edilen serum ornekleri ile yapilan proteomik deneyler, analizler ve
istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, ateroskleroz (ApoE'/ ) ve kontrol
(C57BL/6) gruplart arasinda farkl sinyal yogunlugu gosteren 742 tane peptid/protein
piki belirlendi. 742 peptid/protein pikinden 107’sinin sinyal yogunlugundaki
farklilik, aterosklerotik serum Orneklerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
bulundu. Belirlenen bu peptid/proteinlerden bazilarimin ateroskleroz gelisimi ve
ilerlemesi ile ilgili olabilecegini diisiinmekteyiz. Caligmamizdaki 6rnekleme sayisi
bu proteinlerin validasyonunu kisitlamaktadir. Aterosklerotik farelerden elde edilen
bu protein profili, aterosklerozun tani ve takibinde kullanilabilecek hizli, yiliksek
kalitede sonug¢ veren klinik deneylerin gelistirilmesinde ve aterosklerotik gelisim
periodunda uygulanan degisik tedavilerin etkinliginin arastirilmasinda kullanilabilir
niteliktedir. Bu ¢alismada darbepoetin-a tedavisinin proteomik profiline etkileri de
incelendi. Darbepoetin-o. verilen ve verilmeyen fare gruplari arasinda, 145
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peptid/protein pikinin sinyal yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edildi. Tespit edilen proteinlerin baz1 6zellikleri (pH degerleri, molekiil agirliklari) de
calismalarimiz  sonucunda belirlendi. Bu proteinlerin bazilarinin, ateroskleroz
gelisimi  ve ilerlemesinde rol alan proteinler olabilecegi diisiincesindeyiz.
Ateroskleroz konusunda daha énce yapilan proteomik calismalar arasinda, ApoE™
farelerin serum numunelerinde SELDI-TOF-MS gibi yeni bir teknoloji ile protein
profil taramasmin yapildigi bir yayin bulunmamaktadir. Darbepoetin-o’nin
kardiyovaskiiler hastaliklarda protein profili {izerine etkilerinin arastirildig bir
calisma bulunmamaktadir.

Tabibiazar et al., aterosklerotik ApoE™ ve saglikli C57BL/6 farelerin serum
orneklerinde protein mikroarray yontemi ile sadece inflamatuar markirlar
calismislardir [10]. Bu konudaki diger yayinlar hiicre kiiltiirii, ya da hastalardan elde
edilmis damar ya da doku calismalarini icermektedir. /n vitro hiicre kiiltiirii
calismalari, in vivo durumu tam olarak yansitmamaktadir [118]. Diger taraftan doku
biyopsisi ile elde edilen diiz kas hiicresi ya da endotel hiicrelerin kullanilmas1 erken
tan1 i¢in c¢ok uygun olmayan invaziv yoOntemlerdir. Michielsen et al., karotis
enderteraktomisi ve femoral arterden elde edilen numunelerde SELDI-TOF-MS
yontemi ile aterosklerotik plak riiptirii ve plak stabilitesindeki protein
degisikliklerini incelemislerdir [119]. Ancak bu ¢alismalar ilerlemis aterosklerozdaki
protein degisikliklerini gostermektedir. Hastaligin erken donemlerinde belirteg
taramas1 c¢alismalar1 heniiz yapilmamistir. Bizim ¢alismamiz ise ateroskleroz
gelisiminin  erken evrelerinde meydana gelen protein farkliliklarini ortaya
koymaktadir.
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SONUCLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz.

1.

10.

11.

Yiiksek serum kolesterol ve trigliserid diizeyleri ile ApoE” farelerde
hiperkolesterolemi gosterildi.

Aortun histolojik incelenmesi ile ApoE™ farelerde ateroskleroz gelisimi ve
ilerlemesi gosterildi.

ApoE™" farelerde yiiksek protein karbonil gruplari ve 8-isoprostan diizeyleri
ile oksidatif stresteki artis belirlendi.

ApoE™ farelerde uzun dénem darbepoetin-o. tedavisinin oksidatif stres
diizeylerinde iyilesmeye sebep oldugu gosterildi.

ApoE'/ "~ farelerde IL-6, CRP ve histamin diizeylerindeki artis ile
aterosklerozla inflamasyon arasindaki iliski vurgulandi.

ApoE™ farelerde, uzun dénem darbepoetin-a. tedavisinin 6lgiilen inflamasyon
beliteglerine anlamli etki etmedigi belirlendi.

ApoE™” farelerde ICAM-1 ve e-selektin diizeyleri ile belirlenen endotel
disfonksiyonun  aterosklerozun  erken  evrelerinde  basladigi  ve
aterosklerozdaki ilerlemeye paralel olarak arttig1 saptandi.

ApoE™ farelerde, uzun dénem darbepoetin-o tedavisinin 6lgiilen endotel
disfonksiyon belite¢lerine anlamli etki etmedigi belirlendi.

SELDI-TOF-MS yontemi ile yapilan proteomik c¢aligmalar1 sonucunda
aterosklerotik ApoE” fareler ile saghkli C57BL/6 fareler arasinda 107
peptid/proteinlerde farkli ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Darbepoetin-o. tedavisi alan ve almayan aterosklerotik ApoE'/ " fareler
arasindaki serum protein degisiklikleri SELDI-TOF-MS yontemi ile
belirlendi.

SELDI-TOF-MS yontemi ile yapilan proteomik calismalar1 sonucunda

darbepoetin-o tedavisi alan ve almayan aterosklerotik ApoE™ fareler arasinda
145 peptid/proteinde anlamli farklilik belirlendi.
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Sonug olarak, aterosklerotik siirecte uzun donem darbepoetin-oo tedavisi
oksidatif hasari istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltirken lipid profili, endotel
disfonksiyon ve inflamasyon beliteglerine anlamli etki etmedigi belirlendi. Bu
degisikliklerin agik ve kesin olarak ortaya konulmasi, ateroskleroz ve aterosklerozla
iliskili komplikasyonlarin 6nlenmesinde ve bu amagla olusturulacak stratejilerin
belirlenmesinde temel olusturacaktir. Ayrica, aterosklerotik stliregte degisiklik
gosterdigi belirlenen protein paternlerinin tanimlanmast biyomarkir kesfine 151k
tutacaktir.
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Narrowing of the arteries due to atherosclerosis may lead to congestive heart failure
(CHF). It is advantageous to perform atherosclerosis studies in apolipoprotein
E-deficient (Apo E =) mice models, which develop atherosclerosis very rapidly in

Ero;eomlcts..;‘ comparison to humans. Darbepoetin is a synthetic erythropoietin analogue and
S;[D?ﬁ%i_':\’s stimulates erythropoiesis. The aim of this study was to explore the effect of 16

weeks of darbepoetin treatment on serum protein profiles in Apo E "~ mice during
atherosclerosis progression. Serum proteomic analyses were performed using
surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(SELDI-TOF-MS) in the darbepoetin-treated and non-treated (control) Apo E '~ mice
groups. The protein profiles obtained using three different chips, CM-10 (weak cation
exchange), H50 (reversed-phase) and IMAC-30 (immobilized metal affinity capture),
were statistically analyzed using the ProteinChip data manager 3.0 program. At the
end of 16 weeks of darbepoetin treatment, there was no significant difference in the
size and degree of atherosclerotic lesions between the darbepoetin and control mice
groups. In contrast, 145 protein/peptide-clustering peaks, >5kDa, had statistically
significant differences in their peak intensities between the darbepoetin and
control mice groups (p<0.05). That the proteomic profiles of darbepoetin-treated
Apo E "~ mice were found to differ from those of the control group indicates a
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potential beneficial role of darbepoetin in atherosclerosis. Our study contributes to
understanding the effects of darbepoetin on protein/peptide expressions during
atherosclerosis development.

© 2009 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Atherosclerosis and its complications are one of
the main causes of death in humans. It is
characterized by a long period of disease progres-
sion, allowing potentially early diagnosis and
therapeutic intervention (Almofti et al., 2006).
Narrowing of the arteries due to atherosclerosis
may lead to congestive heart failure (CHF). Many
patients with congestive heart failure are anaemic.
The presence of anaemia is associated with more
severe CHF and a higher incidence of mortality,
hospitalisation and morbidity (Silverberg et al.,
2008; Cleland et al., 2005a, b; Katz et al., 2004;
Palazzuoli et al., 2007). In several studies, correc-
tion of anaemia has been shown to be associated
with an improvement in hospitalisation and
morbidity (Silverberg et al., 2008, 2009). To date,
most studies of anaemia correction in CHF have
used erythropoiesis-stimulating agents (ESAs)
(Cleland et al., 2005a, b; Kim et al., 2005; Murphy
and McMurray, 2008). Treatment of anaemia with
ESAs in patients with CHF seems attractive, and
has been explored in a few relatively small studies
(van Veldhuisen et al., 2007). Although several
clinical trials have established the safety and
efficacy of ESAs in correcting anaemia in patients
with CHF, the balance of benefit and risk of
anaemia correction in CHF is uncertain, may
vary according to the severity of anaemia and
needs to be properly evaluated (Faraz et al., 2008;
Murphy and McMurray, 2008). Recombinant ery-
thropoietin (Epo) forms (epoetin-o, epoetin-f§ and
the long-acting analogue darbepoetin-=) have been
widely used for treatment of anaemia in CHF,
chronic kidney disease and chemotherapy-induced
anaemia in cancer patients (Arcasoy, 2008).
Darbepoetin-o (Aranesp™), which stimulates ery-
thropoiesis in a manner similar to endogenous
erythropoietin, has an approximately 3-fold
longer serum half-life and greater in vivo bio-
logical activity, allowing for extended dosing
intervals compared with recombinant human ery-
thropoietin.

The generation and study of apolipoprotein
E-deficient (Apo E~/~) mice have revealed impor-
tant insights into atherosclerosis. The stages of
atherosclerosis development can be studied in

these animals and the beneficial effects of drugs
in reducing atherosclerosis progression can be
tested (Coleman, 2006; Coleman et al., 2006;
Napoli et al., 2000; Rosenblat et al., 2006, 2007,
2008; Tabibiazar et al., 2006; Wuttge et al., 2001;
Aviram et al., 2008; Fuhrman et al., 2005; Hayek
et al., 2005; Mayr et al., 2004, 2005; Fabrizio
Rodella et al., 2007; Dursun et al., 2009).

Proteomics has the potential to uncover new
therapeutic targets for the treatment and preven-
tion of cardiovascular disease, as well as new
diagnostic biomarkers for early disease detection
(Arrell et al., 2001; Blanco-Colio et al., 2006; Lam
et al., 2006). Non-physiological changes in protein
expression levels often reflect the presence of
disease, and such proteins can provide excellent
markers for diagnostic, prognostic and therapeutic
purposes (Mayr et al., 2005, 2007; Blanco-Colio
et al., 2006). The effects of darbepoetin on serum
protein profiles during atherosclerosis progression
have not yet been studied. The aim of this study
was to explore the effects of 16 weeks of
darbepoetin treatment on serum protein profiles
in atherosclerotic Apo E~/~ mice by serum proteo-
mic analysis using surface-enhanced laser deso-
rption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(SELDI-TOF-MS).

Materials and methods

Laboratory animals

In this study, genetically modified homozygous
Apo E~/~ mice were used to examine the effects of
darbepoetin on proteomic profiling in atherosclero-
sis. Each group consisted of five mice. Male
homozygous Apo E~/~ mice were obtained from
Taconic Laboratories (Ejby, Denmark) at 3—4 weeks
of age. They were maintained in filtered cages in
the specific area allocated for them in the Animal
Laboratory, in a light- and temperature-controlled
environment (temperature: 22+2°C, humidity:
50+5%, and 12h light-dark cycle) and had free
access to water and standard laboratory chow. The
study was approved by the Ethics Committee for
Maintenance and Use of Laboratory Animals,
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Faculty of Medicine, Akdeniz University. The
investigation conforms to the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals published by
the US National Institutes of Health (NIH Publica-
tion no. 85-23, revised 1996) and ‘‘Principle
of Laboratory Animal Care” (NIH publication
no.86-23, revised 1985).

Drug treatment

Darbepoetin-o (Aranesp, Amgen, Thousand Oaks,
CA) was kindly provided by Prof. Dr Gultekin
Suleymanlar, Department of Internal Medicine,
Medical Faculty, Akdeniz University, Antalya,
Turkey. It was administered to the mice in the
darbepoetin  group intraperitoneally at the
dose of 0.5 ng/kg/week for 16 weeks, starting from
7 weeks of age until the end of 23 weeks.
Darbepoetin solution was freshly prepared on every
injection day and the administered dose was based
on the body weight of each mouse that increased
progressively throughout the 16 week treatment
period.

Sample collection and handling

At the end of 23 weeks of age, blood samples were
collected from the abdominal aorta of darbepoetin-
treated and non-treated control mice under ether
anesthesia, and centrifuged at 3000rpm for 10 min.
Serum samples were separated and stored in aliquots
at —80°C with addition of the protease inhibitor
cocktail (58820, SigmaFAST™ Protease Inhibitor
Tablets, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to avoid
protein degradation during the preparation of the
samples.

SELDI-TOF-MS analyses

Proteomic analyses in darbepoetin and control
mice were performed using SELDI-TOF-MS in
the Laboratories of Department of Pathological
Anatomy and Legal Medicine, Medical Faculty,
University of Modena and Reggio Emilia, Italy. Each
serum sample from darbepoetin and control groups
was analysed to determine the proteomic profile
differences between the darbepoetin and control
mice. In order to reduce sample complexity,
increase peak numbers and improve detection of
low-abundance proteins, all samples were pre-
fractionated using strong anion-exchange chroma-
tography, as described below, prior to SELDI-TOF MS
analyses. All steps were automated using robotics
(Biomek 3000 Laboratory Automation Workstation

from Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) in order
to improve reproducibility and throughput.

Serum samples were thawed, randomized, and
duplicate 20 uL aliquots were placed into 96-well
plates. Serum samples in each well were denatu-
rated and diluted with 30 ul ProteinChip U9 buffer
(ProteinChip™ Serum Fractionation Kit, Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA, contains 9M
urea, 2% CHAPS, 50 mM Tris—HCl, pH 9) by shaking
and incubating at +2-8°C for 20min. Serum
samples were then transferred to 96-well filter
plates containing rehydrated Q Ceramic HyperD™ F
resin (ProteinChip™ Serum Fractionation Kit) and
incubated with shaking at +2-8°C for 30min.
Unbound material was removed on a vacuum
manifold as fraction 1 (F1), and proteins were
eluted in a stepwise fashion by decreasing the pH
(F2: pH 7; F3: pH 5; F4: pH 4; and F5: pH 3) with a
final organic solvent elution (F6). Based on our
previous results, serum fraction 1 was combined
with fraction 2; and serum fraction 5 was combined
with fraction 6. The final four different serum
fractions (F1/2, F3, F4, F5/6) were applied to CM10
(weak cation exchange), H50 (reverse phase) and
IMAC30-Cu®* (immobilized metal affinity capture)
chip arrays in 96-sample bioprocessors (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Chip prepara-
tion, sample and matrix application were per-
formed according to the manufacturer’s
instructions with slight modifications using the
Biomek 3000 Laboratory Automation Workstation
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) as follows.
One hundred microliter per spot of samples, diluted
1:10 with binding buffers, were loaded on CM10,
H50 and IMAC30-Cu ProteinChip arrays and incu-
bated for 45min at room temperature. The un-
bound proteins were removed by washing with
200l of the same buffers three times, rinsed
quickly with pure water and left to dry. One
microliter of 50% saturated solution of sinapinic
acid in 0.5% trifluoroacetic acid/50% acetonitrile
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was applied to
each spot twice and then spot adsorbed protein
patterns were analyzed on a ProteinChip Reader
(Series 4000, Bio-Rad Laboratories. Hercules, CA,
USA). Spectra were obtained using two different
acquisition protocols for low (2.5-20kDa) and high
(20-200kDa) molecular weight, respectively. Ex-
ternal mass calibration was performed with Pro-
teinChip All-in-One Protein Standard Il (Bio-Rad
Laboratories. Hercules, CA, USA). Peak annotation
was performed after baseline subtraction, noise
calculation, alignment, and normalization by total
ion current (TIC), and peak detection with Pro-
teinChip Data Manager software (Bio-Rad Labora-
tories, Hercules, CA, USA).
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Statistical analyses

Statistical analyses were performed using Pro-
teinChip Data Manager 3.0 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). All the spectra were compiled,
and qualified mass peaks (signal-to-noise ratio > 5)
with mass-to-charge ratios (m/z) between 5000 and
200,000 Da (Dalton) were autodetected. Peak clus-
ters were completed using second-pass peak selec-
tion (signal-to-noise ratio =2, within 0.1% mass
window), and estimated peaks were added. The
peak intensities were normalized to the TIC of m/z
between 1500 and 200,000Da. p-Values were
determined using mean peak intensities from
duplicate samples. A p value less than 0.05 was
accepted as statistically significant. The differ-
ences were also examined by principal components
analyses (PCA) and hierarchical clustering.

Results

Animal data

Mean body weights were not significantly
different between the groups (37.5+1.4g in

the darbepoetin-treated Apo E~'~ mice group and
36.8+3.0g in the control group, p =0.421) at the
end of the study. We did not observe any difference
in animal activity or behavior in the darbepoetin-
treated Apo E~/~ mice compared with their
controls.

SELDI-TOF-MS analyses

Serum protein profiles of darbepoetin-treated
and non-treated atherosclerotic Apo E~'~ mice
were compared to determine the proteomic differ-
ences in both groups and clarify the effect of
darbepoetin on protein profile in atherosclerosis.

Table 1 shows that 145 protein/peptide-cluster-
ing peaks, of molecular weight >5kDa, had
statistically significant differences in their peak
intensities detected using 12 different conditions
(analysis of four serum fractions on three different
chips) and reading with high- and low-intensity
laser energy in the darbepoetin-treated athero-
sclerotic group in comparison to the control group
(p<0.05). The distribution of 145 significantly
different protein/peptide peaks among the three
chips is shown in Table 1 as 29 protein/peptides on
chip CM10 read with low-intensity laser energy and
35 protein/peptides on chip CM10 read with high-
intensity laser energy; 31 protein/peptides on chip
H50 read with low-intensity laser energy and 20

protein/peptides on chip H50 read with high-
intensity laser energy; and 5 protein/peptides on
chip IMAC30 read with low-intensity laser energy
and 25 protein/peptides on chip IMAC30 read with
high-intensity laser energy. The highest number of
protein/peptide clusters having statistically signifi-
cant differences in their peak intensities between
the darbepoetin-treated and control groups was
achieved with the CM10 chip array (64 protein/
peptides on chip CM10 versus 51 protein/peptides
on chip H50 and 30 protein/peptides on chip
IMAC read with both high- and low-intensity laser
energy).

Figure 1 demonstrates the number of statistically
significant up-regulated (high signal intensity)
and down-regulated (low signal intensity) protein/
peptides on each chip surface as separate columns
in the darbepoetin-treated atherosclerotic mice
compared with the control mice. The total number
of up-regulated (high signal intensity) protein/
peptides read with both high- and low-intensity
laser energy was 27 on chip CM10, 31 on chip H50
and 16 on chip IMAC30 in the darbepoetin-treated
group compared with the control group. The
number of down-regulated (low signal intensity)
protein/peptides read with both high- and low-
intensity laser energy was 37 on chip CM10, 20 on
chip H50 and 14 on chip IMAC30 in the darbepeotin-
treated mice group compared with the control mice
group. Seventy-four of 145 statistically significant
clustering protein/peptide peaks read with both
high- and low-intensity laser energy on three chips
had higher signal intensity and 71 had lower signal
intensity in the darbepoetin-treated atherosclero-
tic mice group compared with the control group.
The highest number of statistically significant
protein/peptide clusters was achieved with the
CM10 chip array.

Figure 2 demonstrates the heat map of up-
regulated and down-regulated protein/peptides
obtained from fraction F5/6 in the darbepoetin-
treated and control mice groups using CM10 chip
and reading with high laser energy. Areas of red
represent up-regulated proteins, while green areas
represent down-regulated proteins. Hierarchical
clustering separates control mice from darbepoe-
tin-treated mice. Mass/ion (m/z) ratio of proteins
in Da is indicated on the right of Figure 2.

Figure 3 shows the gel view of three
protein/peptides obtained from fraction 3 of
both mice groups on chip H50 surface and read-
ing with high laser energy. The intensities of
these three proteins were significantly diffe-
rent (m/z: 43,716+62.70Da, 51,857+76.71Da,
66,398 +269.26 Da) between the control and
darbepoetin-treated atherosclerotic groups.
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Table 1. Protein/peptide clusters having statistically significant differences in their peak intensities between the
darbepoetin-treated and control groups.

F (fraction) p-Value Intensity (mean+5D)

Control Darbepoetin

CM10 low laser energy
7849.98 +6.99 1/2 0.003 11.56+1.91 4.924+1.42
7878.79+3.03 1/2 0.003 11.59+2.76 3.23+1.00
7899.17 +2.75 1/2 0.003 12.02+3.07 2.54+0.45
7931.39+7.52 1/2 0.003 12.34+2.86 3.76+0.99
11687.76 +47.11 1/2 0.003 0.73+0.29 3.86+1.33
15791.43 +8.51 1/2 0.012 7.51+2.06 3.73+1.66
15868.38 +13.40 1/2 0.019 7.17+1.88 4.44+1.79
16376.30+36.86 1/2 0.013 3.96+1.36 1.55+0.49
19380.00 +18.12 1/2 0.003 0.53+0.26 0.05+0.02
13767.02+13.77 3 0.012 2.12+0.36 2.94+0.95
16981.16 +9.39 3 0.001 0.22+0.06 0.48+0.08
21407.61+62.016 3 0.001 0.36+0.06 0.17+0.04
22012.00+83.38 3 0.001 0.82+0.17 0.24+0.02
25802.22+60.33 3 0.001 0.49+0.10 0.08+0.02
5129.99+8.99 4 0.001 2.34+0.58 0.58 +0.21
16551.98 +9.24 4 0.001 0.89+0.14 0.11+0.04
22273.14+85.15 4 0.001 1.04+0.16 0.19+0.03
25930.59 +30.91 4 0.001 0.29+0.03 0.11+0.04
5156.17+8.77 5/6 0.001 2.33+0.76 1.26+0.24
8725.11+0.86 5/6 0.001 4.35+1.65 17.57+7.76
8743.19+2.12 5/6 0.001 3.11+1.00 12.94+4.91
9350.90+9.75 5/6 0.001 3.224+0.43 0.32+0.13
12159.79+10.19 5/6 0.002 0.41+0.1 1.15+0.49
13987.15+15.45 5/6 0.001 2.09+0.43 0.45+0.16
18819.94+52.28 5/6 0.002 0.52+0.17 0.21+0.09
21500.59+12.49 5/6 0.001 0.45+0.14 0.07+0.03
22026.36+18.04 5/6 0.001 0.33+0.07 0.06+0.02
28030.50+28.17 5/6 0.006 0.58 +0.17 0.28+0.16
28893.28 +67.20 5/6 0.004 0.39+0.12 0.18+0.08

CM10 high laser energy
29849.333 +64.60 1/2 0.004 0.78+0.38 1.75+0.67
38760.16 +46.16 1/2 0.006 2.30+0.82 0.85+0.32
54192.02 +1248.09 1/2 0.001 0.12+0.02 0.30+0.09
33058.47 +159.92 3 0.002 2.18+0.29 0.56+0.14
38882.28 +-341.99 3 0.002 1.99+0.34 1.18+0.28
49898.82 +484.51 3 0.003 0.08+0.01 0.19+0.08
71937.13+339.28 3 0.009 0.69+0.07 0.39+0.19
77372.73+984.69 3 0.006 2.75+0.42 5.61+1.66
98809.36+818.95 3 0.020 0.05+0.02 0.08+0.02
105026.62 +1366.39 3 0.002 0.03+0.01 0.13+0.03
156094.49 +1976.30 3 0.006 0.14+0.06 0.50+0.16
33298.99+89.83 4 0.002 3.53+0.32 1.89+0.18
38428.97 +49.17 4 0.006 0.13+0.05 0.07+0.02
44233.03+69.18 L 0.002 1.02+0.10 0.44+0.06
49697.86 +122.80 4 0.002 0.62+0.08 0.29+0.03
51762.41 +39.06 4 0.002 0.99+0.09 0.61+0.10
65941.71 +27.79 L 0.002 6.43+0.60 10.44£1.35
80854.22 +573.36 4 0.003 0.09+0.04 0.26 +0.07
88304.16 +42.52 4 0.006 0.29+0.05 0.21+0.02
109879.96 +160.10 4 0.002 0.04+0.01 0.12+0.03
116249.33+-1150.44 4 0.002 0.06+0.01 0.13+0.01
132101.09+127.76 4 0.002 1.22+0.10 1.88+0.10
198040.34+204.79 4 0.002 0.19+0.02 0.44+0.05
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Table 1. (continued)

F (fraction) p-Value Intensity (mean-+SD)

Control Darbepoetin
33189.34+45.97 5/6 0.003 1.06 £0.19 0.52+0.07
34007.35+15.71 5/6 0.012 0.44+0.07 0.30+0.07
43122.35+346.87 5/6 0.012 0.78+0.22 0.26+0.09
45201.99+551.71 5/6 0.012 0.43+0.04 0.16+0.03
66119.47 +53.53 5/6 0.012 1.64+0.24 2.28+0.56
75411.01 +380.33 5/6 0.003 0.14+0.03 0.24+0.03
81848.22 +614.69 5/6 0.003 0.05+0.01 0.15+0.04

115303.48 +619.67 5/6 0.003 0.02+0.00 0.05+0.01
132519.71 £ 415.73 5/6 0.003 0.23+0.03 0.33+0.09
149615.34 +1268.07 5/6 0.012 0.03+0.01 0.07 +0.02
162726.05+2392.79 5/6 0.003 0.01+0.00 0.04+0.01
198979.02 +765.45 5/6 0.003 0.03+0.01 0.05+0.01
H50 low laser energy
15064.49 +42.71 1/2 0.003 0.98+0.39 9.50+3.56
15692.54+15.52 1/2 0.003 18.74+5.62 94.62+27.33
15755.32+11.69 1/2 0.003 19.65+4.23 88.59+38.08
15862.59+14.34 1/2 0.003 18.42+3.59 59.17+9.15
15935.71+27.89 1/2 0.003 15.65+2.68 46.65+16.48
14626.78+7.59 3 0.033 3.48+1.42 0.93+0.04
21455.49+21.33 3 0.033 1.05+0.31 4.80+1.37
8918.48 +20.00 L 0.003 12.67 +4.32 41.62+16.21
9278.54+-14.26 4 0.033 4.29+1.74 11.09+4.73
14087.03 +26.56 4 0.001 7.61+2.41 2.17+0.97
21556.38 +92.49 4 0.001 1.68+0.62 0.59+0.14
22440.50 +240.04 E 0.003 1.11+£0.22 0.58+0.16
25981.01 +82.49 4 0.006 1.62+0.59 0.86+0.24
28871.28+75.36 4 0.045 1.75+0.48 1.27+0.36
5018.93+1.26 5/6 0.001 2.09+0.96 26.17+12.42
6025.74+3.28 5/6 0.001 2.46 +1.06 12.25+5.67
7015.95+7.82 5/6 0.001 15.83+2.64 6.17+2.83
8360.91+24.6 5/6 0.001 6.23+2.31 16.88+8.06
8852.71+20.02 5/6 0.009 43.18+9.36 76.24+29.41
8929.46+5.48 5/6 0.009 18.68+5.72 33.52+13.16
9352.49+28.87 5/6 0.001 28.92+4.88 5.03£1.95
9649.55+5.39 5/6 0.001 14.90+2.03 1.44+0.36
9928.53+13.02 5/6 0.034 6.41+1.59 4.62+2.05
13975.53+5.88 5/6 0.001 4.91+0.91 2.30+1.02
14053.49 £16.62 5/6 0.001 16.88+4.28 1.09+0.47
14481.21+14.90 5/6 0.001 10.96+2.34 0.60+0.22
14986.46 +110.88 5/6 0.001 5.76 +2.46 0.47+0.17
15732.14+17.95 5/6 0.001 3.05+0.74 1.47 +0.68
15845.78 +45.02 5/6 0.001 3.45+1.52 1.01+0.47
21556.34 +66.83 5/6 0.001 1.46+0.43 0.15+0.05
28169.71 +17.11 5/6 0.001 4.23+1.03 1.32+0.51
H50 high laser energy
92021.45+1016.31 1/2 0.001 0.02+0.00 0.06+0.02
43716.60+62.70 3 0.008 1.92+0.52 0.66+0.19
51857.56 +76.71 3 0.023 0.31+0.14 0.12+0.03
66398.97 +269.26 3 0.008 1.25+0.29 3.28+0.61
106226.50 +1887.33 3 0.008 0.03+0.00 0.06 +0.01
135723.69+1252.35 3 0.023 0.05+0.02 0.13+0.05
152507.02 +2374.62 3 0.023 0.02+0.00 0.03+0.00
190266.58 +4130.12 3 0.008 0.01+0.00 0.03+0.01
51819.95+106.85 4 0.006 2.44+0.63 5.35+0.76
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Table 1. (continued)
F (fraction) p-Value Intensity (mean+SD)

Control Darbepoetin
60494.80+316.42 4 0.006 0.12+0.05 0.54+0.15
66378.68 +315.48 4 0.006 1.36+0.14 4.81+0.79
74642.69 +341.13 4 0.006 0.14+0.01 0.57+0.14
82172.69+584.70 4 0.006 0.09+0.03 0.28+0.06
94380.44 +221.93 4 0.006 0.03+0.01 0.08+0.03

117863.77 +581.16 4 0.006 0.04+0.01 0.11+0.04
133403.37+1521.37 4 0.006 0.17+0.03 0.42+0.10
197517.34+-2371.93 4 0.006 0.01+0.00 0.04+0.01
51852.21+281.28 5/6 0.001 0.06+0.03 0.19+0.04
89129.07+1029.62 5/6 0.020 0.03+0.00 0.04+0.01
177556.44 +3569.38 5/6 0.015 0.01+0.00 0.02+0.01
IMAC30 low laser energy
21094.72+36.67 5/6 0.001 1.16+0.36 0.43+0.15
21550.59+31.94 5/6 0.001 4.71+1.04 0.23+0.10
22000.55+33.88 5/6 0.001 4.50+0.56 0.42+0.13
27915.29+31.80 5/6 0.001 8.06+1.66 2.88+1.25
28818.55+22.41 5/6 0.001 4.69+0.99 1.52 +0.57
IMAC30 high laser energy
33126.69+11.18 4 0.001 5.76+0.49 2.83+0.53
41222.42 +939.92 4 0.001 0.27+0.10 0.78+0.13
44165.76+180.88 4 0.001 1.27+0.15 0.71+0.15
47728.80 +446.79 4 0.001 0.81+0.16 0.28+0.05
66060.59+136.10 4 0.015 11.64+0.82 17.91+4.50
81444.08 +242.64 4 0.008 0.45+0.14 1.09+0.44
88597.77+187.27 4 0.027 0.21+0.07 0.12+0.05
98954.84+60.36 4 0.008 0.61+0.14 0.36+0.10
109258.25+-688.12 4 0.001 0.05+0.01 0.21+0.03
115119.84+565.38 4 0.002 0.06+0.02 0.13+0.02
164711.07 +919.77 4 0.005 0.03+0.01 0.05+0.02
177546.23+2002.33 4 0.001 0.01+0.00 0.05+0.01
33192.75+30.48 5/6 0.002 2.38+0.36 1.12+0.27
43220.10+104.34 5/6 0.002 1.05+0.26 0.36+0.05
45161.38+279.29 5/6 0.002 0.76+0.05 0.34+0.06
49730.15+186.56 5/6 0.004 0.28+0.07 0.18+0.03
66152.79+228.74 5/6 0.035 3.88+0.41 6.13+1.61
66792.12+43.04 5/6 0.006 3.06+0.55 4.76+1.13
81807.60+369.31 5/6 0.002 0.12+0.03 0.38+0.07
116031.98+518.78 5/6 0.002 0.02+0.00 0.06+0.01
131167.74+1293.45 5/6 0.035 0.55+0.09 0.86+0.25
147772.31+-1436.37 5/6 0.002 0.06+0.01 0.14+0.02
162535.33+1116.16 5/6 0.002 0.01+0.00 0.02+0.00
177887.93+1269.09 5/6 0.002 0.01+0.00 0.02+0.00
196437.77+2774.58 5/6 0.002 0.06+0.01 0.16+0.05
Figure 4 demonstrates peak view and cluster Discussion

plots of some proteins with intensities significantly
different (m/z: 21,094.72436.67Da, 21,550.59+
31.94Da, 22,000.55+ 33.88Da, 27,915.29 +31.80Da,
28,818.554-22.41Da) obtained from fraction 5/6 in
both mice groups on chip IMAC30 and reading with
low laser energy.

In this study, our aim was to explore the effects
of 16 weeks of darbepoetin treatment on serum
protein profiles in atherosclerotic Apo E~/~ mice
by serum proteomic analysis. The effect of
the novel human recombinant erythropoietin
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Figure 1. The number of statistically significant up-regulated (high signal intensity) and down-regulated (low signal
intensity) protein/peptides on each chip surface in the darbepoetin group in comparison toe the control group. The
numbers of up-regulated and down-regulated protein/peptides on each chip surface are indicated as separate columns.

Darbepoetin Atherosclerosis
A A

~

M2

18819.94
3156.18

22026.36
16741.13
21500.59
10764.17
13987.15
9350.90

14420.80
33086.27
28893.28
28030.50
7026.28

5436.81

453235.16
42959.52
66253.14

. 8743.19

8725.11
6842.20
31245.35
88997.22
99995.86
116193.16
110902.55
102637.86
82443.77
149497.57
200285.98
163241.72
12380347
230146.06
94901.69
177876.14
135129.70
12159.79
6264.30
264242.41
51223.58
75140.05
7933.16
15687.10
14981.47

Grouping (vertical) :

B Atherosclarasis

O darbepoetin

Heat map (center) :
B up-requlate

[ down-regulate

Figure 2. Heat map of up-regulated and down-regulated protein/peptides obtained from fraction 5/6 using CM10 chip
and reading with high laser energy in the darbepoetin-treated and control groups. Areas of red represent up-regulated
proteins, while green areas represent down-regulated proteins. Hierarchical clustering separates darbepoetin-treated
atherosclerotic mice from the control mice. Mass/ion ratio (m/z) of proteins in dalteons is indicated on the right of the
figure. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)
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Figure 3. Gel view of three proteins present in significantly different amounts (m/z: 43,716 +62.70, 51,857 +76.71,
66,398 +269.26) in samples from the darbepoetin-treated and control groups. (F3; H50; high laser energy) (F: fraction;
m/z: mass/ion ratio).
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Figure 4. The peak view of five proteins with m/z of 21,094.72 + 36.67 Da, 21,550.59 +31.94Da, 22,000.55+33.88Da,
27,915.29+31.80Da and 28,818.55+22.41 Da in the darbepoetin-treated and control groups. The data are obtained
from fraction 5/6 applying low laser energy on the IMAC30 chip surface.

analogue darbepoetin-oo on proteomic profiling technology to search the effect of darbepoetin
has not yet been studied in CHF. In our study, we treatment on protein profile during the progression
used the novel protein biochip SELDI-TOF-MS of atherosclerosis.
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In the hematopoietic system, the principal
function of erythropoietin (Epo) is the regulation
of red blood cell production, mediated by its
specific cell surface receptar (EpoR). Following
the cloning of the Epo gene (EPO) and character-
ization of the selective hematopoietic action of Epo
in erythroid lineage cells, recombinant Epo forms
(epoetin-a, epoetin-p and the long-acting analogue
darbepoetin-o) have been widely used for treat-
ment of anaemia in CHF, chronic kidney disease and
chemotherapy-induced anaemia in cancer patients
(Arcasoy, 2008). Darbepoetin-x (Aranesp™), which
stimulates erythropoiesis in a manner similar to
endogenous erythropoietin, has 2 more N-linked
carbohydrate sites than the primary sequence of
recombinant human erythropoietin, resulting in an
approximately 3-fold longer serum half-life and
greater in vivo biologic activity, allowing for
extended dosing intervals compared with recombi-
nant human erythropoietin. Darbepoetin-o is cur-
rently approved for the treatment of anaemia
secondary to chronic renal failure and anaemia
associated with chemotherapy treatment of non-
myeloid malignancies in adults. Several studies
have shown that darbepoetin-o effectively and
safely maintains hemoglobin levels in these patient
populations at dosing intervals of once every
4 weeks compared with more frequently adminis-
tered recombinant human erythropoietin. This
extended dosing schedule of darbepoetin-= signifi-
cantly improves convenience for both patients and
healthcare providers while effectively and safely
maintaining hemoglobin levels and potentially
reducing costs (Cleland et al., 2005a, b).

We compared the serum protein profiles of
atherosclerotic Apo E~/~ mice treated and non-
treated with darbepoetin and found that the
intensities of 145 protein/peptide clusters were
significantly different in the darbepoetin-treated
group in comparison to the control group (p <0.05).
Administration of darbepoetin to Apo E~'~ mice
significantly decreased the peak intensities of 71
serum proteins, while it increased the peak
intensities of 74 protein/peptides. The patterns of
detection of proteins revealed that several proteins
in serum might be involved in the development
and/or progression of atherosclerosis in Apo E~/~
mice and darbepoetin had an effect on the serum
levels of these proteins. Further study is needed to
validate and identify serum proteins whose expres-
sion patterns are changed by darbepoetin treat-
ment in the atherosclerotic Apo E~/~ mice.

Protein identification is not always a necessity for
certain applications. Monitoring a protein profile is
often sufficient to reveal whether experimental
conditions induce the same or different protein

changes. Direct comparison of protein profiles or
‘“‘protein signatures’ facilitates rapid screening
of differences between various treatments. If a
consistent and predictable pattern of protein
change or modification associated with the parti-
cular event is validated, the identification studies
will follow the validated particular protein expres-
sion differences and modifications with every
particular cellular event or phenotype. Testing of
the validity of phenotype consistency will, with
time, be achieved through proteomics. Such an
approach may also be applied to the comparison of
drug-treated versus untreated, mutant versus wild-
type, or healthy versus diseased samples (Arrell et
al., 2001; Hong et al., 2005).

The limited number of specimens analyzed in this
study may, to some degree, limit the validity of the
results. Yet, our study is the first study demonstrat-
ing the efficacy of darbepoetin on serum protein
profiles in Apo E~'~ mice during atherosclerosis
development and indicates that the use of Pro-
teinChip technology can provide a useful basis for
serum protein profiling in atherosclerosis and
therapeutic evaluation of darbepoetin.

Our study has shown that the protein biochip-
based SELDI-TOF-MS technology used for the
characterization of protein profiles has helped
elucidate the potential effects of darbepoetin in
atherosclerosis. Serum proteomic profiles of darbe-
poetin-treated Apo E~/~ mice differed from those
in the control group, indicating a potential effect
of darbepoetin in atherosclerosis. Our study has
contributed towards the better understanding of
the effect of darbepoetin on serum protein profile
during atherosclerosis development.
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