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OZET

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capindaki Oliimlerin en biiyilk nedenidir ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin nedenleri gesitlilik gostermesine ragmen, en sik goriilen nedeni
aterogenez ve sonrasinda gelisen trombozdur. Endoteliyal disfonksiyon, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu ile karakterize patolojik bir siire¢ olan
ateroskleroz, aterojenik lipoproteinlerin arter intimasinda birikmesiyle gelisir.

Obezite ve diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in iki 6nemli risk faktoriidiir. Obezite
iizerinde yapilan ¢aligsmalar sonucunda kesfedilen adipokinlerin tanimlanmasindan beri adipoz
doku endokrin bir organ olarak kabul edilmektedir. Son dénemlerde tespit edilen resistin
proteininin endoteliyal disfonksiyon, vaskiiler disfonksiyon, kardiyak hipertrofi ve vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu arttirmak suretiyle ateroskleroz gibi
cesitli patofizyolojik siireglerde rol aldigi ortaya koyulmustur

Resistinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde migrasyona ve proliferasyona hangi sinyal
yolaklarmi kullanarak yol agtiginin anlasilmasi, anjiyogenezisi ve bunu takip eden
patofizyolojik durumlar1 6nlemede 6nemli bir avantaj saglayabilir.

Bu ¢aligmada, resistin ile inkiibasyon sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, PLC
ve PKC izoenzimlerinin aktivasyonu sonucu olusan NADPH oksidaz kaynakli siiperoksit
anyonu miktari, p44/42 MAPK ve p38 MAPK fosforilasyonunun proliferasyon yolagindaki
etkileri arastirildi.

Elde ettigimiz verilere gore, resistin ile uyarim sonrasinda vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonu yolaginda, PKC izoenzimlerinin fosforilasyonunun ve diger alt
yolaklarin aktivasyonunun PLC’nin aktivasyonuna bagli oldugu goriilmektedir. Bununla
birlikte, PLC’nin aktivasyonu sonrasinda fosforile olan PKC izoenzimlerinin, p44/42 MAPK
fosforilasyonu ve NADPH oksidaz enzim kompleksi iizerinden olusan ROS araciligiyla
proliferasyonun gerceklesmesinde dnemli bir rolii oldugu diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Resistin, Vaskiiler diiz kas hiicresi, PLC, PKC, p44/42 MAPK,
ROS



ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVDs) are globally the leading cause of death and the
underlying mechanisms vary on the diseases but mostly atherogenesis and developed
thrombosis. Atherosclerosis which is characterized by endothelial dysfunction, vascular
smooth muscle cell (VSMC) proliferation and migration, is a pathological process and occurs
as result of atherogenic lipoproteins accumulation in arterial intima.

Obesity and diabetes are two important risk factors for CVD. Since the adipokines are
defined according to the results of the studies on obesity, adipose tissue is recognized as an
endocrine organ. It has been suggested that newly discovered resistin plays an important role
in various pathophysiological processes such as atherosclerosis by increasing endothelial
dysfunction, vascular dysfunction, cardiac hypertrophy, migration and proliferation of
VSMCs.

Understanding of which signal pathways are involved in effects of resistin on VSMCs
proliferation and migration, might provide an important advantage in preventing angiogenesis
and the following pathophysiological conditions.

In our study, we investigated the effects of the amount of NADPH oxidase-derived
superoxide anion and phosphorylation of p44/42 MAPK and p38 MAPK resulted from PLC
and PKC isoenzymes activation on proliferation pathway after incubation of resistin in
VSMCs.

Our results suggested that after resistin incubation, phosphorylation of PKC
isoenzymes and activation of the other downstream pathways are dependent on activation of
PLC in the proliferation pathway of VSMCs. PKC isoenzymes which are phosphorylated after
activation of PLC are considered to have an important role in the proliferation pathway by
p44/42 MAPK and produced of superoxide anion via NADPH oxidase activity.

Key Words: Resistin, Vascular smooth muscle cell, PLC, PKC, p44/42 MAPK, ROS
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VDKH

SIMGELER VE KISALTMALAR

:Adenozin monofosfat-aktive kinaz

:Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Dulbecco Modifiye Eagle Medyum)
:Enzyme-linked immunosorbent assay (enzim bagli immiinosorbent 6l¢iimii)
:Extracellular-signal-regulated kinase (ERK; hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen
kinaz) veya MAPK

:Fetal bovine serum (fetal sigir serumu)

:Found in inflammatory zone (imflamatuvar alanda bulunan)

‘Hank’s Balance Salt Solution (Hank’in dengeli tuz soliisyonu)

‘Human umbilical venous endothelial cells (insan umbilikal ven endotel
hiicreleri)

:Interlokin 6

:Mitogen-activated protein kinase (mitojen-aktive edici protein kinaz)
:Nikotinamid adenin ainiikleotid fosfat rediikte

:Stiperoksit anyon radikali

:Peripheral Blood Mononucler Cells (Periferal kandaki mononiiklear hiicreler)
:Phosphate buffer saline (fosfat tamponu tuz soliisyonu)

:Protein kinaz C

:Fosfolipaz C

‘Resistin like molecule (resistin benzeri molekiil)

‘Reactive oxygen species (reaktif oksijen tiirleri)

:Tumor necrosis factor alpha (tiimor nekrozis faktor alfa)

:Vaskiiler diiz kas hiicresi
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GIRIS

Ateroskleroz, endoteliyal disfonksiyon ile birlikte vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu ve migrasyonu ile karakterize patolojik bir siiregtir [1]. Koroner ve periferal
arter hastaliklari, iskemik inme ve konjestif kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklar
diinya tzerindeki oOliimlerin baslica nedenidir. [2]. Tim diinyada epidemik hale gelen
kardiyovaskiiler hastaliklarin en sik nedeni aterogenez ve buna eklenen trombozdur.
Ateroskleroza genetik yatkinlik olmasina karsilik aterosklerozla iliskili hiperlipidemi,
hipertansiyon ve diyabetes mellitus (DM) ¢ogunlukla sonradan edinilir. Ateroskleroz kisinin
beslenme ve yasam standardina bagli olarak 6nlenebilir [3]. Ateroskleroz arter intimasinda
plazmadan kaynaklanan aterojenik lipoprotein birikmesine karsi gelisen karmasik bir
inflamatuvar - fibroproliferatif yanit olup, aortadan epikardiyal koroner arterlere kadar farkli
biiytikliikteki sistemik arterleri etkileyebilir [3].

Obezite ve diyabet kardiyovaskiiler hastaliklar icin iki Onemli risk faktoriidiir.
Tekrarlanan klinik gdzlemlere ragmen obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar
arasindaki molekiiler baglanti hala biiyiikk Ol¢lide belirsizligini korumaktadir [2]. Obezite
iizerinde yapilan ¢aligsmalar sonucunda kesfedilen adipokinlerin tanimlanmasindan beri adipoz
doku endokrin bir organ olarak kabul edilmektedir [4].

Kesfedilen bu adipokinler arasinda son donemlerde tespit edilen resistin proteini
tizerinde farkli aragtirma gruplarmin yapmis oldugu in vivo ve in vitro calismalarda
molekiiliin, endoteliyal disfonksiyon, vaskiiler disfonksiyon, kardiyak hipertrofi ve vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu arttirmak suretiyle ateroskleroz gibi
cesitli patofizyolojik siire¢lerde rol aldigi ortaya koyulmustur [2, 4].

Jung ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada, insan vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde (VDKH) ve insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde (human umbilical venous
endothelial cells: HUVECSs) makrofajlar tarafindan sekrete edilen resistin’in aterogeneze
neden olabilecegi bildirilmistir [1].

Resistin’in ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinazlar 1/2 (Extracellular-signal-
regulated kinase 1/2: ERK 1/2) ve fosfatidilinositol 3-kinaz yolaginin aktivasyonuyla diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu destekledigi Calabro ve arkadaslar1 [5] tarafindan yapilan
caligmada gosterilmistir.

Chemaly ve arkadaslarinin [6] yaptiklari deneylerin sonucunda, resistin’in in vivo
uzun siire artmis ekspresyonunun siganlarda miyokardiyal disfonksiyon ve yeniden
diizenlenmeyle iligkili oldugu belirtilmistir.

Ding ve arkadaslarinin [7] yapmis olduklar1 aragtirmalar sonucunda, insan koroner diiz
kas hiicrelerinin migrasyonunun resistin uyarimi sonrasinda protein kinaz Ce (PKCg)
tarafindan diizenlenen matriks metalloproteinazlar ile olabilecegi bildirilmistir.



Ayrica homosisteinin adipositlerden resistin ekspresyonunu ve sekresyonunu uyararak
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu arttirdigi, Jiang ve arkadaslarimin [8] elde
ettikleri veriler sonucunda ortaya konulmustur.

Yukarida bahsi gegen caligmalarda ve bunlardan bagka yapilan arastirmalarda
resistin’in, in vivo ve/veya in vitro ortamlarda ¢esitli hiicre tiplerinde, hiicre yapisinin
bozulmasina, proliferasyona ve migrasyona sebep oldugu ifade edilmistir [1, 5-11].

Resistin’in, yukarida belirtilen etkilerini gosterirken, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunu da arttirdig1 yapilan ¢alismalarla gésterilmistir [12-14]. Hong ve arkadaslar1 [15]
izole ettikleri henle kulbunun yukari ¢ikan kalin kolunda yaptiklari fizyolojik testler sonunda,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) aktivasyonuna bagli olarak
ROS olusumunun PKCa iizerinden gergeklestigini gostermislerdir. Adenozin monofosfat-
aktive kinaz’in (AMPK) PKC’yi baskilayarak NADPH oksidaz iizerinden ROS olusumunu
inhibe ettigi Mugabo ve arkadaslar1 [16] tarafindan gosterilmistir. Ou ve arkadaslarmin [12]
yapmis oldugu caligmada, resistin’in, AMPK’nin fosforilasyonunu baskilayarak, PKCa
iizerinden NADPH oksidaz aktivasyonu ile ROS olusumunu destekledigi gosterilmistir.

Resistin’in bu patofizyolojik durumlardan sorumlu tutulmasi, resistin’in vaskiiler diiz
kas hiicreleri ilizerindeki migrasyona ve proliferasyona neden olan etkilerini hangi hiicre ici
sinyal yolaklarin1 kullanarak gerceklestirdiginin tespit edilmesi gerekliligini ortaya
cikarmaktadir. Bu yolaklarin daha iyi anlasilmasi anjiyogenezisi ve sonrasinda gelisen
patofizyolojik durumlari 6nlemede 6nemli bir avantaj saglayabilir.

Bizim amacimiz, resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyon yolaginda PLC ve/veya PKC’nin, mitojen-aktive edici protein kinaz (MAPK:
mitogen-activated protein kinase) ailesinin aktivasyonu ve ROS iiretimi iizerine olan etkilerini
ortaya ¢ikarmaya calismaktir. Bu amag¢ dogrultusunda ileri stirdiigiimiiz hipotez, resistin ile
muamele edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna, MAPK ailesinin
aktivasyonunu ve NADPH oksidaz iizerinden olusan siiperoksit anyonunu arttiran, PKC ve
PLC aktivasyonu sebep olmaktadir.



GENEL BIiLGI

2.1.  Adipoz Doku ve Resistin

Adipoz doku, son on yil igerisinde endokrin bir organ olarak kabul edilmeye
baglanmistir. Leptin’in 1994 yilinda kesfedilmesi ile adipositlerin biyolojisi, metabolik ve
endokrin fonksiyonlari, adipositlerden salinan ve adipositokinler olarak adlandirilan
molekiillerin periferal metabolik etkileri yeni bir ¢alisma alani olarak ortaya g¢ikmuistir.
Simdilerde obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin bu adipositokinlerden biiytik
Olgiide etkilendigi kabul edilmektedir. Dolayisiyla adipoz doku obezite ile iligkili
rahatsizliklarin patogenezinde dogrudan rol oynamaktadir. Bu sebepten adipositokinlerle ilgili
cok sayida arastirma yapilmistir. Leptin’in insanlar i¢in bir anti-obezite hormonu oldugu
kabul edilmis ve yogun bir sekilde incelenmistir. Sonrasinda kesfedilen resistin de yine
adipositlerden salgilanmasina ragmen insanlardaki fonksiyonuyla iliskili ¢ok sayida karsit
goriis vardir. Bugiine kadar yapilan calismalarda tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde en
tutarli ve potansiyel etkisi en umut verici olan adipositokin, adiponektindir. Bununla birlikte
adipoz dokudan koken alan, IL-6 ve TNFa gibi sitokinler ve biyolojisi tam olarak bilinmeyen
birgok molekiil vardir [17].

2.1.1. Resistin

Adipositlerden salgilanan, insiilin duyarliligi ilizerine etkili, yeni bir faktor olarak
resistin’in  kesfi, adiposit-obezite-insiilin ~ direnci  arasindaki  iliskinin  ag¢ikliga
kavusturulmasinda yeni bir mekanizma olarak One siiriilmiistiir. Bugiine kadar, resistin’in
biyolojik etkileri ve regiilasyonu hala tartigmalidir ve insanlarda resistin’in insiilin direncinin
diizenleyicisi olarak bir rolii oldugu siiphelidir. Ancak yapilan ¢aligmalar, aterosklerozun da
icinde bulunabilecegi inflamatuvar siireglerde resistin’in de bir rolii olduguna dair kanitlari
ortaya koymustur [17].

2.1.2. Resistin’in Terminolojisi
Resistin molekiilii, birbirine yakin tarihlerde bagimsiz ii¢ arastirma grubu tarafindan
farkli deneysel yaklasimlar sonucunda;
- inflamatuvar bolgede bulunan genler ile ilgi ¢alismada, inflamatuvar proteinlerin
bir homologu olarak [18],
- tiyazolidindionlarin hedeflerinin tanimlanmasini amaglayan bir ¢aligmada [19] ve
- mikro-dizi yontemiyle adipoz dokudan salgilanan faktorleri tanimlayan bir ¢aligma
sirasinda kesfedilmistir [11, 17].

Holcomb ve arkadaslarinin [18] ¢alismasi sonrasinda, resistin molekiilii, arastirmacilar
tarafindan inflamatuvar bolgede bulunan yeni genler: FIZZ 1-3 (found in inflammatory zone:
FI1ZZ 1-3) olarak isimlendirilmistir. Arastirmacilar deneysel astim ¢aligmasi sirasinda
ekspresyonu artan yeni bir murin geni, Fizz1’i, kesfetmislerdir. Niikleotid homoloji
arastirmasi sonrasinda arastirmacilar buna ilaveten iki fare geni (Fizz2 ve Fizz3) ve iki insan
geni (FIZZ2 ve FIZZ3) tanimlamalarina ragmen resistin benzeri alfa olarak bilinen Fizz1l
lizerinde yogunlasmaya devam etmislerdir.



Holcomb ve arkadaslarinin raporundan kisa siire sonra Steppan ve arkadaslar1 [19]
obezite ile diyabet arasindaki baglantinin resistin hormonu oldugunu séylemislerdir. Steppan
ve arkadaslar adiposit farklilasmasi sirasinda trankripsiyonu artan ve anti-diyabetik ilaglarin
bir sinifi olan tiyazolidindionlar ile transkripsiyonu azalan genleri arastirirken fare resistin’ini
kesfetmislerdir. Bu ¢alismada fare resistin’inin obezitede arttig1 ve insiilinin etkisini bozdugu
bulunmustur.

Bunlara ek olarak, iki ayr1 arastirma grubu, Rajala ve arkadaslari [20] ve Kim ve
arkadaglar1 [21], fare adipositlerinin farklilasmasi sirasinda uyarilan genler arastirirken
resistin’i kesfetmislerdir. Kim ve arkadaslar1 [21] resistin’i, adiposit-spesifik salgi faktorii
(adipocyte-specific secretory factor: ADSF) olarak isimlendirmislerdir.

Daha sonra Chumakov ve arkadaslarinin [23] yapmis oldugu ¢alismalar sonrasinda on-
sistein proteini (ten-cysteine protein: Xcpl) olarak adlandirilan fakat Gerstmayer ve
arkadaslar1 [22] tarafindan daha Once resistin-benzeri gama (Retnlg) olarak tanimlanan gen,
dordiincii iiye olarak aileye katilmistir.

Mevcut isimlendirmede resistin proteini tercih edilir ve geni “retn” ile ifade edilir.
Fakat “ADSF” (adipocyte-specific secretory factor) ve “FIZZ3” (found in inflammatory zone)
sinonim olarak kullanilir [17] (Tablo 2.1) [11].

Tablo 2.1. Resistin benzeri molekiiller gen ailesi iiyelerinin terminolojisi [11].

Resmi Adi Resmi Gen sembolii Diger Isimleri

Insan

Resistin RETN XCP1, FIZZ3

Resistin benzeri Beta RETNLB XCP2, FIZzz2
Fare

Resistin Retn Xcp4, Fizz3, ADSF

Resistin benzeri Alfa Retnla Xcp2, Fizzl

Resistin benzeri Beta Retnlb Xcp3, Fiz2

Resstin benzeri Gama Retnlg Xcpl

2.1.3. Resistin’in Yapisi

Resistin, resistin-benzeri molekiiller ailesine dahil, 12.5 kDa agirhiginda, sisteince
zengin bir proteindir. Resistin molekiilii, 17 aminoasit igeren bir sinyal peptidi, 37 aminoasit
iceren bir degisken bolge ve molekiilin imza niteligini olusturan 6nemli bir C-terminali
bolgesi olmak {izere, rat ve farelerde 114 aminoasitten olusurken, insandaki resistin molekiilii
108 aminoasitten olusur [24, 25]. Resistin molekiiliinii kodlayan gen insanlarda kromozom
19, farelerde kromozom 8’de lokalizedir. Fare ve insan resistin’i, genomik DNA seviyesinde
% 46.7, mRNA seviyesinde dizi homolojisi ile % 64.4 ve aminoasit seviyesinde % 59
oraninda benzerlik gostermektedir [25, 26] (Sekil 2.1).



Fare Insan
Kromozom 8A1;80.37cM 19p13.2
Genomik organizasyon
v v
Fare 73 | 162 140 763 78 | 264 142 2279 | 150 |
56,2% 59,7% 70,8%, 70,9%
37,2% 41,6% 36,7%
jnsan  [EH 195 128 376 78 | 320 236 |
- .
Amino asit sayist 114 108

Sekil 2.1. Fare ve insan resistin’i arasindaki farklar [27].

RELM-a (FIZZ 1) sekrete edilen bir proteindir. En yaygin bulundugu yer adipoz
dokulardir, ayrica fare ve siganlarda (murine) allerjik pulmoner inflamasyonda inflamatuvar
bolgede yer almaktadir [18]. RELM-B (FIZZ 2) sadece gastrointestinal sistemde goblet ve
epiteliyal hiicreler tarafindan salgilanir ve tiimorlerde belirgin sekilde eksprese olmaktadir, bu
durum proliferasyonda olas1 bir rolii oldugunu disiindiirmektedir [24]. RELM-y, en yeni
tanimlanmis RELM ailesi {iyesidir. Hematopoietik dokularda bulunmakta ve sitokin benzeri
fonksiyonu oldugu diistiniilmektedir [22].

2.1.4. Resistin’in Uretim Yeri

Murine ve insan resistin’i, amino asit seviyesinde %50’den fazla benzerlik gosterse de
ekspresyonlart farklidir [17]. Farelerde, adiposit farklilasmasi ve yag dokusu miktari ile
orantili olarak beyaz adipoz dokuda eksprese olmaktadir [19]. Ayrica hipofiz bezi,
hipotalamus ve kan dolagiminda da bulunmaktadir [28]. Ratlarda sadece adipoz dokuda degil,
adrenal bez, iskelet kasi, pankreas ve dalakta da sekrete edilmektedir [29-31]. Farelere zit
olarak insanlarda adipositlerden olan ekspresyonu az miktarda gergeklesmektedir [32-35].
Insanlarda diger dokulara kiyasla en fazla ekspresyon kemik iliginde olmakta fakat
plasentanin trofoblastik hiicrelerinde, pankreasta, primer losemi hiicrelerinde, sinoviyal
dokuda ve dolagim kaninda da bulunmaktadir [26, 30, 32, 36-41]. Beyaz adipoz dokularda
resistin eksprese eden hiicreler monosit ve makrofajlardir [34, 36, 42]. Bu bilgilere dayali
olarak, insan adipoz dokularindaki resistin varlig1 daha ytiksek olasilikla adipoz dokusunun
yag olmayan stromal-vaskiiler fraksiyonu tarafindan iiretilmesiyle olmaktadir [27].

2.1.5. Resistin’in Inflamasyon ve Sinyal Yolaklarindaki Rolii

Resistin’in ilk baslarda insiilin direncine neden oldugu bildirilse de, son donemlerde
resistin’in hem in vitro hem de in vivo ortamda proinflamatuvar bir durumu tetikleyebildigi
gosterilmistir [43].

Resistin patofizyolojisi ile ilgili bircok yeni ¢alisma olmasina ragmen, resistin’in
inflamasyonda nasil davrandigi ile ilgili az bilgi bulunmaktadir [27].

Resistin ekspresyonu monosit-makrofaj farklilasmasi boyunca artmaktadir, bu durum
resistin’in monosit-makrofaj farklilagmasinda rolii oldugunu gostermektedir [34, 36].

TNF-a, IL-1B, IL-6 veya lipopolisakkarit (LPS) gibi proinflamatuvar aracilarin
periferal kandaki mononiiklear hiicrelerde (peripheral blood mononuclear cells: PBMCs)
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resistin ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir, bu durum resistin’in inflamasyon siirecinde
rolii oldugunu gostermektedir [43-46].

Ek olarak, C-reaktif proteini (C-reactive protein (CRP)), resistin’in hem mRNA
ekspresyonunu hem de protein sekresyonunu doza ve zamana baglh olarak PBMC
hiicrelerinde indiiklemektedir [47].

Silswal ve arkadaslari hem insan hem de fare makrofajlarini insan rekombinant
resistin molekiilii ile inkiibe etmisler ve proinflamatuvar sitokinler olan TNF-a ve IL-12’in
iretiminde artis oldugunu bulmuslardir. Bilim adamlarmin gosterdigi gibi, bu durum bir
transkripsiyon faktorii olan NF-«xB araciligi ile olmaktadir [48].

Resistin, PBMC’lerde doza bagimli NF-kB aktivitesini indiiklemektedir. Bu durum
NF-kB’in hem p65 hem de p50 alt initelerinin sitoplazmadan niikleusa gegisi ile
sonug¢lanmaktadir [43]. Bu etki, inhibitor protein olan IkBo ve NF-kB’nin p65 alt {initesinin
resistin aracili fosforilasyonu ile olusmaktadir [47].

Resistin sitozolik kalsiyum konsantrasyonunu, ekstraselliiler ¢evreden kalsiyum akimi
ve fosfolipaz C (PLC) aktivasyonu ile arttirmaktadir, bu durum intraselliiler havuzdan
kalsiyum salinimina neden olmaktadir [49].

Resistin insan adipositlerinde minimum diizeyde eksprese olmaktadir fakat bu hiicreler
resistin igin hedef hiicreler olabilirler. Nagaev ve arkadaslar1 resistin’in, PBMC’lerdeki
etkisine benzer sekilde, proinflamatuvar sitokinler olan IL-6, IL-8 ve TNF-a ekspresyonunu
beyaz adipoz doku vasitasiyla (in vitro ortamda) uyarabildigini gostermislerdir [50].

Resistin insan adipositlerini hedef alir ve TNF-a’ya benzer sekilde adipoz dokuda
inflamatuvar siiregleri arttirir. TNF-o’ya zit olarak, resistin adipoz spesifik belirteglerin
(CEBPA, FABP4 ve SLC2A4) baskilanmasini indiiklememektedir. Bu durum, her ikisinin de
NF-kB’yi aktive etmesine kargin resistin’in intraselliiler sinyal yolaginin TNF-a’dan farkli
oldugunu gostermektedir. Rekombinant insan resistin’inin - NF-xB’yi aktive ederek
proinflamatuvar sitokin olan IL-8’in ve monosit kemoatraktant protein-1 (monocyte
chemoattractant protein: MCP-1)’in iiretimlerini arttirdigin1 gostermislerdir [50].

Bir¢ok hiicre hatti kullanilarak Erk, p38 ve Akt gibi mitojen-aktive edici protein kinaz
(MAPKS)’larin, resistin uyarimi sonrasinda fosforile oldugu Sekil 2.2°de gosterilmistir [5, 49,
51, 52].
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Sekil 2.2. Resistin’in hiicre i¢i sinyal yolaklar iizerine olan etkisi [27].

Jamaluddin ve arkadaglarinin 2011 yilinda yayinlamis olduklar1 derlemede resistin’in
vaskiiler disfonksiyona sebep oldugu belirtilmistir [9]. Chemaly ve arkadaglar1 ve Kang ve
arkadaglar tarafindan 2011 yilinda yapilan iki farkli in vivo caligmada resistin’in kardiyak
hipertrofiyi uyardigi gosterilmistir [6, 10]. Jiang ve arkadaslarmin VDKH’lerinde
gerceklestirdikleri arastirmada resistin’in siireye ve konsantrasyona bagli olarak vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde migrasyonu arttirdigi tespit edilmistir [8]. Ding ve arkadaslarinin, bir in vitro
calisma sonucunda elde ettikleri verilere gore, rekombinant insan resistin’i ile muamele edilen
insan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde migrasyonun arttig1 tespit edilmis, resistin’in bu etkisini
de PKCeg aktivasyonuyla gergeklestirdigi bulunmustur [7]. Jung ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir caligmada resistin ile inkiibe edilen insan VDKH’lerinin migrasyonunda artis
oldugu tespit edilmis ve bu durumun aterogeneze ve ateroskleroz olusumuna sebep
olabilecegi bildirilmistir [1].

2.1.6. Resistin, Siiperoksit Anyonu ve NADPH Oksidaz iliskisi

Ou ve arkadaglarinin in vitro ¢alismasi sonucunda insan gébek ven endotel hiicre
kiiltiirlinde resistin uyarimi sonrasinda NADPH oksidaz aktivitesindeki artisa bagli olarak
yiikselen siiperoksit anyonu miktarinin endotel disfonksiyona sebep olarak ateroskleroza
sebep olabilecegi ileri siiriilmistiir [12].

Shyu ve arkadaslarinin deneyleri sonucunda resistin’in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
reaktif oksijen tiirlerini artirarak, migrasyon ve proliferasyonu uyarmak suretiyle aterogeneze
sebep olabilecegi belirtilmistir. [53].



Manduteanu ve arkadaslarinin insan endotel hiicreleri ile yapmis olduklari in vitro
caligmada, yiiksek glukozlu kiiltiir ortaminda resistin ile inkiibe edilen hiicrelerde NADPH
oksidaz aktivitesinin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arttig1 tespit edilmistir. Arastirmacilar
bu durumun diyabetli hastalarda ateroskleroz riskini arttirabilecegini ifade etmektedirler [13].

Pirvulescu ve arkadaglarinin insan endotel hiicreleri ile yaptiklar1 caligmada da resistin
ile muamele edilen hiicrelerde NADPH oksidaz aktivitesinde ve hiicre i¢i ROS iiretiminde
art1s oldugunu saptamiglardir [14].

Fan ve arkadaslarmin elde ettikleri verilere gore, insan pulmoner arter diiz kas
hiicrelerinde, resistin benzeri molekiiller ailesinin bir iiyesi olan hipoksi—uyarimli mitojenik
faktor (hypoxia-induced mitogenic factor HIMF/FIZZ1/RELMa) uyarimi sonrasinda hiicre igi
Ca’* konsantrasyonunda artis oldugu ve bu artigin da PLC-IP3 sinyal yolag iizerinden
gergeklestigi gosterilmistir [54].

2.1.7. Resistin ve Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kan dolagimindaki normal resistin seviyesi 10 — 20 ng/mL iken, resistin’in patolojik
konsantrasyonu 20 — 100 ng/mL olarak tanimlanmistir. Klinik olarak, artan viicut agirligi ile
birlikte resistin seviyesinin obez ve diyabetik hastalarda arttig1 ve bunun da kardiyovaskiiler
hastaliklara sebep olabilecegi ileri stirilmektedir [2].

Obesitenin kardiyovaskiiler komplikasyonlari, spesifik olarak endoteliyal ve vaskiiler
fonksiyon bozuklugu ile agiklanmaktadir [55]. Obesite, tip-2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla artan inflamatuvar mediyatorlerinden dolayr inflamatuvar bir durum olarak kabul
edilmektedir [56, 57]. Son 20 yilda adipokinler iizerine yapilan c¢alismalar obesite ve
kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir [58].

Plazma resistin seviyesi TNF-a, soluble TNF-a reseptor-2 veya IL-6 gibi inflamasyon
belirtegleri ile iliskilidir. Resistin’in insanlarda CRP’den bagimsiz olarak koroner
aterosklerosizde prediktif bir faktor oldugu gosterilmistir [58-60]. Son zamanlarda resistin’in
kardiyak hasarda kullanilan biyolojik belirte¢ seviyeleri ile iligkili oldugu gosterilmistir ve
miyokard iskemik hasarin derecesi i¢in bir belirteg olabilecegi one siiriilmektedir [61].

Resistin, kemirgenlerde genellikle adipoz dokudan koken almaktadir ve
hiperresistinemi farelerde glukoz toleransini bozucu yonde bir etki gostermektedir. Hayvan
modellerinin  aksine, insanlarda resistin igin major kaynak adipositlerden ziyade
immiinokompetan hiicreler gibi goziikmektedir [36]. Resistin makrofajlarda intarselliiler,
ateromlarda ekstraselliiler olarak bulunmaktadir [1].

Rae ve arkadaglari, 2006 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda elde ettikleri
veriler 1s181nda, tip 2 diyabet hastalarinda, resistin’in sadece arteriyel inflamasyona degil ayn1
zamanda makrofajlarda trigliserid ve kolesterol birikimine neden olarak aterogenez ve
koroner kalp hastaliginin belirgin sekilde hizlanmasina sebep olabilecegini belirtmislerdir
[62].

Resistin’in kopiik hiicre olusumunu, SR-A ve CD36 ¢dpgii (scavenger) reseptorlerin
up regiilasyonu ve ters kolesterol tasiyic1 (reverse cholesterol transporter) ABCA1l (ATP -



binding cassette transporter Al)’in down regiilasyonu ile olabilecegi, Lee ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alisma sonucunda iddia edilmistir [63].

Son donemlerde resistin’in endoteliyal disfonksiyon ig¢in bir araci oldugu One
stirilmektedir ve endotelin (ET-1) salinimi aracilig: ile endoteliyal hiicrelerin aktivasyonunu
tetikledigi gosterilmistir. Resistin, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (vascular cell adhesion
molecule-1: VCAM-1), intraseliiler adezyon molekiilii (intercellular adhesion molecule-1:
ICAM-1), vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii reseptorleri (vascular endothelial growth
factor receptors: VEGFR), matriks metaloproteinazlar (matrix metalloproteinases: MMPS) ve
MCP-1 ekspresyonunu tetiklemektedir. Resistin ayrica endoteliyal hiicrelerdeki CD40 sinyal
yolagi icin inhibitér bir anahtar molekiil olan TNF reseptor-iliskili faktor 3 (TNF receptor-
associated factor 3: TRAF3) ekspresyonunu azaltmaktadir [52, 64, 65]. Bu in vitro calisma
sonuglari fonksiyonel ¢alismalar ile onaylanmistir. Sonugta resistin’in insan endoteliyal hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu tetikledigi ve kapiller benzeri tiip olusumuna neden
oldugu gosterilmistir [52, 66, 67]. Son donemlerde rapor edildigi gibi, bu durum resistin ile
aktive olan TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis: timor nekrozis faktdr benzeri
apoptozisin zayif uyaricisi) ile saglanabilir ve bu durum degisen nitrik oksit tiretiminden
bagimsiz olmaktadir [66, 68]. Resistin ayrica diiz kas hiicre proliferasyonuna da neden
olmaktadir bundan dolay1 artan restenoz insidansinda kisman pay1 olabilir [5].

Anjiogenesiz, aterosklerotik plaklarin neden oldugu riiptiir ve intra arteriyal tikanmalar
ile sonuglanmaktadir [69]. Zit olarak revaskiilarizasyon ve Kolateral dongii iskemik kalp kasi
ve uzuvlarda meydana gelen bir olaydir ve terapotik bir hedef haline gelmektedir [70]. Ancak
anjiogenik terapideki basarisizliklarin nedeni endoteliyal bozukluktan dolayr biiyiime
faktorlerinin azalan etkinligi olabilir [71]. Resistin’in anjiogenezisi tetikledigi rapor edilmis
olsa da resistin aracili endotel fonksiyon bozuklugu resistin’in anjiogenik etkisini bozabilir
[52, 66]. Ayrica resistin’in fare kardiyomiyositlerinde glukoz metabolizmasini bozdugu ve
kardiyak iskemiyi kotliye gotirdigii gosterilmistir. Bu durum stimiile kardiyak TNF-o
sekresyonundan ve miyokardiyal hasar belirteglerinden kaynaklanabilir [67, 72]. Ayrica kan
damarlarmin anormal olusumu farkli patolojilere de neden olabilir (timér, diyabetik
retinopati, romatoid artirit veya sistemik lupus eritromatozis). Tiim bu veriler, resistin’in
makrofajlarda kolesterol ve trigliserid birikimine, arteriyel inflamasyona, endoteliyal
bozukluga ve anjiogenezise yol agtigini gostermektedir. Bu durum, hizli bir aterogenez ve
koroner kalp hastalig1 gelismesine neden olabilir. Ayrica resistin’in koroner ateroskleroz i¢in
ve miyokardiyal iskemik bozukluk i¢in bir belirteg olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Resistin bu
stireglerin  patofizyolojisinden sorumlu tutuldugundan beri, resistin’inin bloke edilmesi,
anjiyogenezisi 6nlemede 6nemli bir faktor olarak goriillmektedir [27].



MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Modeli

Deneysel ¢alismalar, 250-350 g agirhigindaki 12-14 haftalik 10 adet erkek wistar
ratlardan izole edilen torasik aortalardan kiiltiire edilen, 7-14 kusak primer vaskiiler diiz kas
hiicre kiiltiirtinde yapildi.

Caligmada kullanilan resistin ve inhibitorlerin konsantrasyon ve uygulama siireleri
referanslarda belirlendigi gibidir [5, 12, 64, 73-82].

Calismada, VDKH’lerinin proliferasyonu, PKC fosforilasyonu, NADPH oksidaz
enzim kompleksi tizerinden olusan siiperoksit anyonu miktari, p44/42 MAPK fosforilasyonu
ve p38 MAPK fosforilasyonu 6l¢iildii. Olgiimler hicbir aktivatdr ve inhibitér ile inkiibasyona
birakilmayan kontrol grubunda, resistin ile uyarilan ve inhibitorler ile inkiibasyon sonrasinda
resistin ile uyarilan hiicre gruplarinda gergeklestirildi.

3.1.1. Kullanilan Soliisyonlar

Lizis tamponu: Lizis tamponu Tris HCI (25 mM, pH 7.4), %1 Triton X-100, %10
Gliserol, 10 mM sodyum pirofosfat, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO,, 1 mM fenilmetilsiilfonil
florid, 10 pg/mL Leupeptin igermektedir.

PBS (fosfat tamponlu salin, 10X konsantre): 10X konsantre PBS i¢in 2 g KCI, 80 g
NaCl, 14,4 g Na;HPO,, 2 g KH,PO, tartilip distile suyala 1 L’ye tamamlandi. pH’s1 7,4’¢
ayarlandi. Kullanim esnasinda 1:10 oraninda sulandirildi.

3.1.2. Kullanilan Aktivatorler

Resistin: Toz halindeki 25 ug resistin 10 mL steril distile su igerisinde ¢6ziildii (2500
ng/ml) ve 500 uL’lik aliquatlara boliiniip -20 °C’ta saklandi. Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu
plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum igermeyen medyum ortaminda final
konsantrasyon 100 ng/mL olacak sekilde pipetlendi.

3.1.3. Kullamlan inhibitorler

U73122: Toz halindeki 5 mg PLC inhibit6rii 10,760 mL DMSO igerisinde ¢oziildi (1
mM) ve 100 pL aliquatlara boliiniip -20 °C’ta saklandi. Kullanmadan énce 1mM, 100 uL’lik
PLC inhibitorii tizerine 900 pL serum igermeyen medyum koyularak 10 kat diliie edildi ve ara
stok hazirlandi. Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum
icermeyen medyum ortaminda final konsantrasyon 5 uM olacak sekilde pipetlendi.

Ro 320432 hydrochloride (PKCa, BL, BIL, v, € inhibitorii): Toz halindeki 1 mg
inhibitor 8,18 mL DMSO igerisinde ¢dziildii (250 uM) ve 1 mL’lik aliquatlara béliiniip -20°
C’ta saklandi. Kullanmadan 6nce 250 uM, 1 mL’lik PKCa, BI, BII, y,e inhibitorii lizerine 4
mL serum icermeyen medyum koyularak 5 kat diliie edildi ve ara stok hazirlandi. Kullanim
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esnasinda 6 kuyucuklu plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum icermeyen medyum
ortaminda final konsantrasyon 3 uM olacak sekilde pipetlendi.

Rottlerin (PKCS8 inhibitorii): Toz halindeki 10 mg PKCd inhibitoérii 19,36 mL
DMSO igerisinde ¢oziildii (1 mM) ve 250 upL’lik aliquatlar halinde -20 °C’ta saklandh.
Kullanmadan o6nce, 1 mM 250 pL’lik PKCO inhibitérii iizerine 1 mL serum igermeyen
medyum koyularak 5 kat diliie edildi ve ara stok hazirlandi. Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu
plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum igermeyen medyum ortaminda final
konsantrasyon 1 uM olacak sekilde pipetlendi.

HBDDE (Selective PKCa and PKCy inhibitor): Toz halindeki 1 mg PKCa ve PKCy
inhibitori 2,956 mL DMSO igerisinde ¢6ziildii (1 mM) ve 100 uL’lik aliquatlar halinde -20
°C’ta saklandi. Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum
icermeyen medyum ortaminda final konsantrasyon 10 uM olacak sekilde pipetlendi.

Difenileniyodoniyum (DPI:NADPH oksidaz inhibitorii): Toz halindeki 10 mg
NADPH oksidaz inhibitori 15,9 mL DMSO igerisinde ¢ozildii (2 mM) ve 1 mL’lik aliquatlar
halinde -20 °C’ta saklandi. Kullanmadan 6nce, 2 mM 1mL’lik NADPH oksidaz inhibitorii
iizerine 3 mL serum igermeyen medyum koyularak 4 kat diliie edildi ve ara stok hazirlandi.
Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum igermeyen
medyum ortaminda final konsantrasyon 10 uM olacak sekilde pipetlendi.

PD098059 (p44/42 MAPK inhibitorii): Toz halindeki 5 mg p44/42 MAPK inhibitorii
18,665 mL DMSO igerisinde ¢oziildii (1 mM) ve 500 upL aliquatlara béliiniip -20 °C’ta
saklandi. Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum
icermeyen medyum ortaminda final konsantrasyon 20 uM olacak sekilde pipetlendi.

SB203580 (p38 MAPK inhibitorii): Toz halindeki 5 mg p38 MAPK inhibitorii 13,2
mL DMSO igerisinde ¢oziildii (ImM) ve 500 pL aliquatlara boliiniip -20 °C’ta sakland.
Kullanim esnasinda 6 kuyucuklu plaklarda ve 96 kuyucuklu plaklarda serum igermeyen
medyum ortaminda final konsantrasyon 10 uM olacak sekilde pipetlendi.

3.2.  Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii

Deneysel ¢alismalar, daha 6nceden kiiltiire edilip sivi nitrojen igerisinde dondurulup
saklanan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yapilmistir. Dondurularak sivi nitrojen igerisinde
saklanan 4 ve 5’inci kusak vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢oziilmesi ile olusturulan vaskiiler
diiz kas hiicre kiiltiirlerinde yeterli hiicre sayisin1 elde etmek igin hiicreler 7. kusaga kadar
pasajlandi. Deneyde 7-14’ncii kusaklar arasindaki primer vaskiiler diiz kas hiicre guruplari
kullanild1 [83].

3.2.1. Kullanilan Soliisyonlar

Hank'’s Balanced Salt Solution (HBSS, dengeli tuz soliisyonu)

Kalsiyum ve magnezyum igermeyen HBSS soliisyonu 0,4 g/L potasyum kloriir, 0,06
g/L potasyum fosfat, 8,0 g/L sodyum kloriir, 0,04788 g/L sodyum fosfat, 1,0 g/L D-glukoz
icermektedir.
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1X Tripsin-EDTA
Soliisyon % 0.05 (w/v) Tripsin ve 0.02% (w/v) EDTA i¢ermektedir.

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu
Soliisyon, 10,000 U penisilin, 10 mg streptomisin igermektedir.

3.2.2. Medyum (Besi Yeri) Hazirlanmasi

Besi yeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kullanilir. Soliisyon
425 mL medyum {izerine 50 mL fetal bovine serum (FBS) (%10), 5 mL (%1 v/v) penisilin-
streptomisin, L-glutamin 0,584 g/L olacak sekilde, 20 mL saf DMEM’de ¢6ziilerek hazirlanir.
Soliisyon steril filtrelerden gegirilir ve her siseye 10 mL konulur. Konsantrasyonu 25 mM
olacak sekilde 5,9625 g Hepes tartilir ve 20 mL saf DMEM iginde ¢oziiliip steril filtrelerden
gegirilir. Her siseye 20 mL konulur. Sonugta toplam 500 mL’lik besiyerleri hazirlanir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon)

Pasajlanacak olan hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabinin medyumu ¢ekildi. Hiicreler 37
°C’ye getirilmis 5 mL HBSS ile 1 kez yikandi. HBSS aspire edildi. 5 mL 1X tripsin-EDTA
flaska konuldu ve 37 °C’lik etiivde 5 dakika inkiibe edildi. Uzerine 5 mL medyum eklendi ve
hafifce calkalandi. Steril pipet yardimiyla 10 mL’lik soliisyon 15 mL’lik plastik santrifiij
tiiptine alindi. 1450 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi atildi ve dipteki pelet 1
mL medyum ile siispanse edildi. Boliinecek flask sayisina gore her bir flaskta 9 mL medyum
olacak sekilde medyum eklendi ve flasklara boliindii. Boliinen flasklarin 24 saat sonra
medyumlar1 degistirildi [83].

3.2.4. Hiicre Sayim

Hiicre kabi icerisindeki hiicreler tripsinize edildi ve sonrasinda santrifiij edildikten
sonra silipernatan ortamdan uzaklastirildi. Hiicre sayimi i¢in dipte kalan pellet 1 mL medyum
ile slispanse edildi. Siispansiyondan thoma lamina damlatildi ve 5 farkli alan sayilip toplandi.
Toplam say1 5’e boliindii ve ¢ikan deger 10 ile carpilip 1 mL’deki hiicre sayisi hesaplandi.
[83].

3.3.  PKC Fosforilasyonunun ELISA Yontemi ile Olgiilmesi

3.3.1. Rat Fosfo-Protein Kinaz C ELISA Kit i¢cerigi
96 kuyucuklu plaka
Enzim eslenigi: 10 mL
Standart A: 0 pg/ mL
Standart B: 50 pg/ mL
Standart C: 100 pg/ mL
Standart D: 250 pg/ mL
Standart E: 500 pg/ mL
Standart F: 1000 pg/ mL
Substrat A: 6 mL
Substrat B: 6 mL
Durdurma soliisyonu: 6 mL
Yikama soliisyonu 100X: 10 mL
Dengeleyici soliisyon: 6 mL
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3.3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Diiz kas hiicreleri 6-kuyucuklu petrilere pasajlandi ve % 80 yogunluga gelinceye kadar
rutin olarak beslendi. Yogunlugu % 80’e gelen hiicreler serum igermeyen DMEM ile bir kez
yikandi. Serum igermeyen 2 mL DMEM (pH 7.,4) hiicrelere eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.
6 kuyucuklu petriler deneye uygun inhibitér ve aktivatorler ile belirli zaman periyotlarinda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu bitirmek igin buz iizerinde medyum hizli bir sekilde
aspire edildi. Hiicreler 1 mL 1X PBS ile 2 kez yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirildi.
Hiicrelerin iizerine 200 pL soguk liziz tamponu eklendi. Hiicreler kuyucuklardan 6zel hiicre
kaziyicist yardimiyla kazindi ve plastik tiiplere toplandi. Tiip igerisindeki hiicreler ultrasonik
homojenizator ile 9000 rpm’de 10 saniye sonike edildi. Hiicreler sonikasyon isleminden sonra
santrifijde +4 °C’de 12500 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Tip igerisindeki temiz
stipernatan kismi1 ELISA yontemiyle PKC fosforilasyonunun 6l¢iilmesi igin kullanildi.

3.3.3. Deney Prosediirii

Antikor ile kapli kuyucuklar icerisine 50 puL standartlar ve hazirlanan Grnekler
koyuldu. Kontrol i¢in 6zel olarak isaretlenmis kuyucuga 50 uL PBS (pH 7.0-7.2) ilave edildi.
Kuyucuklarin iizerine 5 pL dengeleyici soliisyon eklendi ve iyice karigtirildi. Sonrasinda
100 uL enzim ilave edildi ve iyice karistirildi. Plagm kapagi kapatilarak 37 °C’da 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar icerisinde yer alan inkiibasyon karigimi
cekildi ve tiim kuyucuklara 100X yikama soliisyonunun 1:100 diliie edilmesi ile elde edilen
1X yikama soliisyonu konuldu ve tekrar ¢ekildi. Yikama islemi 5 kez tekrarlandi. Yikama
islemi bittikten sonra plak ters ¢evrildi ve kurutma kagidi iizerine vurarak kurutma islemi
gergeklestirildi. Kontrol kuyucugu da dahil tiim kuyucuklara 50 puL substrat A ve substrat B
ilave edildi. Plakanin kapagi kapatilarak karanlik ortamda oda sicakliginda 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga 50 pL durdurucu soliisyon ilave
edildi ve iyice karistirildi. Plak, 96 kuyucuklu plak okuyucu spektrofotometre cihazinda
(Biotek Marka MicroQuant) 450 nm’de okutularak 6rneklerin absorbans degerleri dlgiildii.

3.4. ERKI/ERK?2 Fosforilasyonunun ELISA Yéntemi ile Ol¢iilmesi

3.4.1. Fosfo ERK1 (T202/Y20) / ERK2 (T185/Y187) Immiinodeney Kiti i¢erigi
96 kuyucuklu fosfo ERK1/ERK2 monoklonal antikor ile kaplt mikro plak
Fosfo-ERK1/ERK?2 standart
Fosfo ERK1/ERK2 Tespit Edici Antikor
Lizis Tamponu 6
Konsantre Ornek Sulandirict 1(5X)

Konsantre Kimyasal Sulandirici 2 (10X)

Konsantre Yikama Tamponu (25X)

Renklendirme Kimyasali A 12.5 mL hidrojen peroksit
Renklendirme Kimyasali B 12.5 mL kromoken (tetrametilbenzidin)
Streptavidin-HRP

Durdurucu Soliisyon

3.4.2. Kiticerigindeki Kimyasallarin Hazirlanmasi

Yikama tamponu: Oda sicakliginda olusan kristallerin yok olmasi saglandiktan sonra
20ml’lik konsantre yikama tamponu distile su ile diliie edilerek 500 mL’lik kullanima hazir
yikama tamponu hazirlandi.
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Ormnek Sulandirici 1: 20 mL’lik konsantre 6rnek sulandiric1 1 (5X), distile su ile diliie
edilerek 100ml’lik kullanima hazir 6rnek sulandirict 1 hazirlandi.

Deney Sulandirict: Ornek sulandiric1 1 icerisine 8 mL Lizis tamponu ilave edilerek,
kullanima hazir 48 mL’lik Deney sulandirict hazirlandi.

Kimyasal Sulandiric1 2: 5 mL’lik konsantre kimyasal sulandirici (10X) distile su ile
diliie edilerek 50 mL’lik kullanima hazir Kimyasal sulandirici 2 hazirlandi.

Fosfo ERK1/ERK?2 Belirleyici Antikor: Fosfo ERK1/ERK2 belirleyici antikor 1.0 mL
kimyasal sulandiric1 2 ile sulandirilarak 6.0 pug/mL stok soliisyonu hazirlandi. Deney

oncesinde hemen kullanmak i¢in ise bu stok soliisyonu yine kimyasal sulandirici 2 ile diliie
edilerek 400ng/mL kullanima hazir fosfo ERK1/ERK2 belirleyici antikor hazirlandi.

Streptavidin-HRP: Deney oOncesinde hemen kullanim igin kimyasal sulandirict 2
kullanilarak taze hazirlandi.

Substrat Soliisyonu: Renklendirici kimyasali A ve B esit miktarlarda karistirilarak
deney asamasinda 15 dakika igerisinde kullanildi. Bu asama karanlikta gerceklestirildi.

3.4.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Diiz kas hiicreleri 6-kuyucuklu petrilere pasajlandi ve % 80 yogunluga gelinceye kadar
rutin olarak beslendi. Yogunlugu % 80’e gelen hiicreler serum igermeyen DMEM ile bir kez
yikandi. Serum icermeyen 2 mL DMEM (pH 7.,4) hiicrelere eklendi ve 24 saat inkiibe edildi.
6 kuyucuklu petriler deneye uygun inhibitor ve aktivatorler ile belirli zaman periyotlarinda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu bitirmek igin buz iizerinde medyum hizli bir sekilde
aspire edildi. Hiicreler 1 mL 1X PBS ile 2 kez yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirildi.
Hiicrelerin iizerine 200 puL soguk liziz tamponu eklendi. Hiicreler kuyucuklardan 6zel hiicre
kaziyicis1 yardimiyla kazindi ve plastik tiiplere toplandi. Tiip igerisindeki hiicreler ultrasonik
homojenizator ile 9000 rpm’de 10 saniye sonike edildi. Hiicreler sonikasyon isleminden sonra
santrifiijde +4 °C’de 12500 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Tiip igerisindeki temiz
siipernatan kismi ELISA yontemiyle ERK1/ERK2 fosforilasyonunun olgiilmesi igin
kullanildi.

3.4.4. Deney Prosediirii

Fosfo ERK1/ERK2 ile kaplanmis olan 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100 pL
strandart ve numune ilave edidi. Deney sulandirict kimyasali sifir standardi olarak kullanildi.
Plak kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Her kuyucuk icerisindeki sivilar
uzaklastirildi ve yikama tamponu (400 pL) kullanilarak kuyucuklar 3 defa yikandi. Yikama
isleminden sonra plak ters ¢evrilerek kurutma kagidi lizerine vurularak kurutuldu. Kuyucuklar
iizerine 100 uL diliie fosfo ERK1/ERK2 tespit edici antikor ilave edildi. Plak kapatilarak oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltilarak yikama
tamponu ile 3 defa yikama islemi gergeklestirildi. Her kuyucuga taze hazirlanan streptavidin-
HRP’den 100 pL koyuldu ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 3 defa yikama islemi gerceklestirildi. Taze
hazirlanan Substrat solusyonundan her kuyucuga 100 uL koyuldu ve karanlik ortamda oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her kuyucuga 50 pL durdurucu
soliisyon koyuldu ve nazikge karistirildi. Plak, 96 kuyucuklu plak okuyucu spektrofotometre
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cihazinda (Biotek Marka MicroQuant) 450 nm’de okutularak 6rneklerin absorbans degerleri
oleiildi.

3.5. p38 MAPK Fosforilasyonunun ELISA Yéntemi ile Olgiilmesi

3.5.1. Hiicre Tabanh p38 MAPK (Thr180 — Tyr182) ELISA Kiti icerigi
96 kuyucuklu plak
Konsantre yikama tamponu A (20X)
Konsantre yikama tamponu B (20X)
Fiksasyon soliisyonu
Konsantre sondiirme (quenching) tamponu
Bloklama soliisyonu (5X)
Konsantre fare anti fosfo p38 MAPK (tirozin180 — tirozin182) antikoru
Konsantre fare anti p38 MAPK antikoru
Konsantre anti-fare 19G
TMB (3,3’, 5,5’-tetra metil benzidin) tek basamakli substrat kimyasali
Durdurucu soliisyon

3.5.2. Kimyasallarin Hazirlanmasi
Yikama tamponu: Konsantre yikama tamponu A ve B distile su ile 20 kat seyreltilerek
1X yikama tamponlari hazirlandi. Kristal olusumu oda sicakliginda bekletilerek engellendi.

Konsantre sondiirme (quenching) tamponu: 1X yikama tamponu A ile 30 kat
sulandirilarak kullanmadan 6nce hazirlandi.

Bloklama soliisyonu (5X): Distile su ile 5 kat sulandirildi ve 1X bloklama soliisyonu
elde edildi..

Konsantre fare anti fosfo p38 MAPK (tirozin180 — tirozin182) antikoru: 1X Bloklama
soliisyonu ile 1000 kat sulandirildi. Kullanilmadan 6nce karistirildi.

Konsantre fare anti p38 MAPK antikoru: 1X Bloklama soliisyonu ile 1000 kat
sulandirildi. Kullanilmadan once karistirildi.

Konsantre anti-fare 1gG. 1X Bloklama soliisyonu ile 1000 kat sulandirildi.
Kullanilmadan once karistirildi.

3.5.3. Deney Prosediirii

Her kuyucuga 3000 hiicre ekildi ve % 5°’lik CO; ’li etiivde 37 °C’da gece boyu
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda aktivatér ve inhibitdrler uygulandi. Kiiltiir
medyumu uzaklastirildi ve her defasinda 200 pL 1X yikama tamponu A kullanilarak 3 defa
yikama islemi yapildi. Yikama tamponu plak ters ¢evrilip sallanarak iyice uzaklastirildi. Her
kuyucuga 100 pL fiksasyon soliisyonu koyuldu ve oda sicakliginda calkalanarak 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 200 puL 1X yikama tamponu A ile 3 defa yikama islemi
gerceklestirildi ve plak ters gevrilip sallanarak yikama tamponu uzaklastirildi. Her kuyucuga
200 pL 1X sondiirme tamponu koyuldu ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 200 pL 1X yikama tamponu A ile 4 defa yikama islemi
gerceklestirildi ve plak ters cevrilip sallanarak yikama tamponu uzaklastirildi. Kuyucuklara
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200 pL bloklama tamponu koyuldu ve 37 °C’da 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
200 pL 1X yikama tamponu B ile 3 defa yikama islemi gercgeklestirildi ve plak ters c¢evrilip
sallanarak yikama tamponu uzaklastirildi. ilgili kuyucuklara 50 ul 1X anti-fosfo p38 MAPK
ve 1X anti-p38 MAPK koyuldu ve oda sicakliginda calkalanarak 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 200 pL 1X yikama tamponu B ile 4 defa yikama islemi
gergeklestirildi ve plak ters ¢evrilip sallanarak yikama tamponu uzaklastirildi. Her kuyucuga
50 pL 1X IgG koyuldu ve 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda 200 uL 1X yikama tamponu B ile 4 defa yikama islemi gerceklestirildi ve plak ters
cevrilip sallanarak yikama tamponu uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 uL TMB eklendi ve
karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 50 pL durdurma
soliisyonu eklendi ve hemen 96 kuyucuklu plak okuyucu spektrofotometre cihazinda (Biotek
Marka MicroQuant) 450 nm’de okutularak 6rneklerin absorbans degerleri 6lgiildii.

3.6. Siiperoksit Dismutaz ile Inhibe Olabilen Sitokrom C Rediiksiyonu Yéntemi ile
Siiperoksit Anyonu Ol¢iimii
Siiperoksit anyonu miktarlarinin Sitokrom C rediiksiyonu ile 6l¢iimi Gorlach ve
arkadaslarinin [84] metoduna gore yapildi.

HEPES modifiye Tyrode’s Soliisyonu

HEPES modifiye Tyrode’s sollisyonu hazirlamak i¢in, 1,8 mM, CaCl2. 2 H20, 2,6
mM KCI, 137 mM NacCl, 0,36 mM NaH2PO4, 0,49 mM MgCI2, 5,6 mM glukoz ve 10
mmol/L HEPES tartilarak, her biri 50 mL distile suda ¢oziildii. Cozeltiler 1 hafta +4 °C’de
saklandi. Deney sirasinda gereken hacmi elde etmek i¢in ayni hacimde karistirilarak pH:7,4’e
ayarlandi.

Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Toz halindeki 15000 U SOD, 1 mL 0.1 M pH: 7.5 KH2PO4-K2HPO4 tamponu iginde
¢oziildii. 50 pL’lik alikotlar halinde -20 °C’de saklandi. Deneyde, ortamdaki final
konsantrasyonu 150 U/mL olacak sekilde kullanildi.

Sitokrom C

Deneyde ortaminda, final konsantrasyonu 80 puM kullanilmak iizere gereken miktar
tartilarak distile su iginde ¢oziildii ve 8 x 10™ M sitokrom C stogu hazirlandi. Stok, 500 pL’lik
alikotlar halinde -20 °C’de saklandi.

Deney Prosediirii
6 kuyucuklu plaklarda biiyiitiilen hiicreler 24 saat serumsuz ortamda birakildiktan sonra tiim
kuyucuklar 37 °C’ye 1sitilmis HEPES modfiye Tryode’s ile 2-3 kez yikandi. Ardindan SOD
bulunmasi gereken ve bulunmamasi gereken kuyucuklar belirlenerek kuyucuklara HEPES
modifiye Tyrode’s solusyonu ve SOD eklenerek final hacim 2 mL olacak sekilde pipetleme
yapildi ve 10 dakika 37 °C’da inkiibasyona birakildi. Uygulama sonrasinda, inhibitérler uygun
konsantrasyonlarinda ortama eklendi ve inkiibasyon siirelerinin dolmasi igin 37 °C’de
bekletildi. Kuyucuklara resistin ilavesinin hemen sonrasinda sitokrom C’nin igikta
rediiksiyonunu engellemek amaciyla karanlik ortamda tiim kuyucuklara final konsantrasyonu
80 uM olacak sekilde sitokrom C pipetlendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii plaklar1 buz {izerine alinarak reaksiyon sonlandirildi. En
kisa silirede tiim kuyucuklardaki soliisyonlarin 550 nm dalga boyundaki absorbans veriler
alindi. Bundan sonra okumalar kore karst yapildi. Siperoksid-spesifik sitokrom C
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indirgenmesi, SOD’la inkiibe edilen ve SOD’la inkiibe edilmeyen kuyucuklarin absorbans
Olctimleri arasindaki farktan hesaplandi. Her kuyucugun protein miktarlarinin 6l¢timii i¢in
plaklar, dl¢iimden hemen sonra buz lizerinde bekletilerek protein Ol¢iimii yapildi. Cikan
protein miktarlara gore veriler diizeltilerek siiperoksid anyonu tiretimi Abs pg protein/mL
cinsinden gosterildi [83].

3.7.  Protein Miktarmn Tayini

3.7.1. Mikro Bisinkoninikasit (BCA) Deney Kitinin Prensibi

Proteinlerin peptid baglari OH- iyonu varliginda Cu™" iyonlariyla reaksiyona girip
Cu™"-kompleksi olusturur. Cu’*-kompleksi bisinkoninikasit ile reaksiyona girerek pembe
renkli BCA - Cu® kompleksi’ni olusturur. Olusan pembe renk 562 nm dalga boyunda
spektrofotometre’de okunur.

OH-
Protein (peptid baglar) + Cu** —> tetradentat+ Cu**- kompleksi

Cutt-kompleksi + bisinkoninikasit (BCA) > BCA-Cu*kompleksi
(Pembe renkli)

3.7.2. Numunelerin protein Miktar Tayini

Hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan lizatlar protein tayini i¢in kullanildi. Hazirlanan her
bir lizattan 20 pl alinip 80 pl distile su ile tamamlanip numune 1/5 oraninda diliie edildi. 100
ul numune iizerine 100 pl WR (working reagent: calisma reaktifi) pipetlendi ve 37 °C’de 96-
kuyucuklu petrilerde 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda numuneler cift kontrollii
olarak spektrofotometrede 562 nm’de koriine karst okundu. Elde edilen absorbans degerleri,
Sekil 3.1°de gosterilen protein standart grafigi kullanilarak, 6rneklerin protein miktarlari
ug/ml cinsinden tayin edildi.

Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.1. Protein standart grafigi

3.8. VDKH’lerinde Hiicre Proliferasyonlarimin Olciilmesi

3.8.1. WST-1 Deneyinin Prensibi
VDKH’lerinde uygulanan inhibitdr ve aktivatorlere cevap olarak degisen hiicre
proliferasyonlarinin saptanmasi i¢gin WST-1 ile Ol¢limler yapildi. Deneyin prensibi, bir
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tetrazolyum tuzu olan WST-1’in [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4 disiilfofenil)-2H
tetrazolyum], elektron tasiyici reaktif igerisinde mitokondriyal siiksinat tetrazolium rediiktaz
sistem varliginda koyu kirmizi renkli formazana indirgenmesi esasina dayanir. Canli
hiicrelerin metabolik aktiviteleri iizerine kurulu bir sistem oldugu i¢in formazandan dolay1
olusan koyu kirmizi renk canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir. Olusan kirmizi rengin
yogunlugu 440 nm’de (referans dalga boyu 600 nm) spektrofotometrede Olg¢iiliir.
Nonradyoaktif olan WST-1 deneyi, hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi deneylerinde canli
hiicrelerin sayisinin tayin edilmesine izin veren hassas kolorimetrik bir 6l¢iim yontemidir.

3.8.2. Deney Prosediirii

Vaskiiler diiz kas hiicreleri 75 cm?lik flasklarda % 95 doluluga ulastiktan sonra 1X
tripsin-EDTA soliisyonu ile hiicreler yapistiklari yiizeyden kaldirildiktan sonra ortama
bliyiime medyumu eklenerek tripsin—EDTA’nin etkisi baskilandi. Deney tiipli igerisinde
toplanan hiicreler 1450 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan
ortamdan uzaklastirildi ve pellet biiylime medyumu ile reslispanse edildi. Medyumla
reslispanse edilen hiicreler deney tiipii i¢erisinde homojen bir dagilim gdstermesi i¢in pipetaj
yapilarak karistirildi. Hiicre sayimi yapilarak, 96 kuyucuklu plaga her kuyucuga 2500 hiicre
diisecek sekilde ekim yapildi. Hiicre ekimi yapilan plak % 5 CO, ihtiva eden 37°C’taki etiivde
24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki medyum gekildi ve
kuyucuklara 200 pL serum igermeyen medyum koyuldu ve yine aymi sekilde 24 saatlik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde ilgili kuyucuklara aktivatdr ve
inhibitorler pipetlenerek 96 kuyucuklu plak tekrar 24 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sona erdiginde kuyucuklar igerisindeki medyumlar cekilerek her kuyucuga
yeniden 100uL serum igermeyen medyum koyuldu ve lizerlerine 10 uL WST-1 ¢6zeltisi
eklenerek nazikce calkalandiktan sonra 37°C’ta 4 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
olusan kirmizi rengin yogunlugu 440 nm’de (referans dalga boyu 600 nm) 96 kuyucuklu plak
okuyucu spektrofotometre cihazinda 6l¢iildii.

3.9. Istatistiksel Analizler

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
PKC fosforilasyonu, p44/42 MAPK fosforilasyonu, p38 MAPK fosforilasyonu, NADPH
oksidaz enzim kompleksi tizerinden olusan siiperoksit anyonu ve hiicre proliferasyonu
Olgimlerinde gruplar arasindaki farkliliklarin tespiti igin varyans analizi (Anova), farkli
bulunan degiskenlerde farkliliga sebep olan grubun belirlenmesi amaciyla Sidak (Post Hoc)
testi kullanilmustir. Istatistiksel analizler SPSS 21.0 paket programu ile yapildi. Tiim analizler
icin anlamlilik seviyesi p -< 0,05 olarak belirlenmistir.

3.10. Materyal ve Kimyasal Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Hank’s Balanced Salt Solutions
(HBSS), fetal bovine serum, L-glutamin, penisilin-streptomisin, dimetil siilfoksit (DMSO),
sitokrom C, superoksit dismutaz ve tripsin-EDTA (etilen diamin tetraasetik asit) Sigma’dan
satin alinmistir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan petriler, flasklar ve 15 ml’lik plastik tiipler ile benzeri sarf
malzemeler R&D Falcon firmasindan satin alinmustir.

Medyum saklama amaciyla 100 mL hacimde Simax marka otoklavlanabilir kapakli
cam siseler kullanilmistir.
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Hiicre kiltiiriinde aktivator olarak kullanilan Resistin ve inhibitor olarak kullanilan,

Rottlerin  (PKCd inhibitérii), Difenileniyodoniyum (DPI:NADPH oksidaz inhibitorii)
Sigma’dan, U73122 (PLC inhibitérii) ve HBDDE (Selective PKCa and PKCy inhibitor)
Abcam’den, Ro 320432 hydrochloride (PKCe inhibitorii) Tocris Bioscience’dan, SB203580
(p38 MAPK inhibitorii) ve PD098059 (p44/42 MAPK inhibitorii) Cell Signaling’den satin
alimmustir.

Protein 6l¢iimleri i¢in Pierce marka micro protein deney kiti kullanilmistir.
Cell Proliferation Reagent WST-1 ROCHE firmasindan satin alinmistir.
Phospho ERK 1 /2 ELISA Kit R&D Systems firmasindan satin alinmustir.

P-PKC (Phospho protein kinase C) ELISA Kit MyBioSource firmasindan satin

alinmustir.

3.11.

edildi.

p38 MAPK (Thr180/Tyr182) ELISA Kit RayBiotech firmasindan satin alinmistir.

Gerecler ve Arastirmanmin Yiiriitilldiigii Birimler

Buzdolab1 : Beko 9610NM, Vestel NT 465 HG (+4°, -20° C)
Sogutucu : Bosch (-20° C)

Dondurucu : Sanyo (-80° C)

Sicak su banyosu : Raypa (20° ~ 80° C)

Santrifiij : Beckman & Coulter Microfuge 22R (+4° C)
Santrifiij : Niive NF400

Inkiibator : Heraeus HeraCell 150 [Karbon dioksit (CO5), 37°C]
Kiiltiir kabini : ESCO

Mikroskop : Olympus CKX41 (Inverted)

Goriintiileme : Olympus imaging Corr-dijital kamera E330
Sonikator : Bendelin UW2070

Karistiric : LabLine Thermal Rocker (kapakli, 37° C)
Karistirici : Biometra WT17

Karistirict : Heidolph MR Hei-Standart Q-02 (manyetik)
Thermoblock : Biometra TB1

Hassas terazi : Presica XB220A

Kaba terazi : Kern 440-43N

pH metre : Hanna pH211

Spektrofotometre : Biotek MicroQuant

Plastik ve cam malzemeler, Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezi’nde steril

Primer hiicre kiiltiirii islemleri, protein 6l¢iimleri, stiperoksit anyonu ol¢iimleri, ELISA

ol¢timleri ve proliferasyon, Biyokimya Anabilim Dali’nda yapildi.
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BULGULAR

4.1.  Resistin Uyarim SonrasindaVaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Proliferasyonu

Kultiir ortamindaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, resistin ve inhibitorle birlikte
resistin inkiibasyonu sonrasinda proliferasyonlarindaki degisim, herhangi bir uyarima maruz
brakilmayan kontrol grubu ile kiyaslandi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin 100 ng/mL resistin ile 24 saat [5] inkiibasyonu
sonrasinda proliferasyonundaki artisin kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu tesbit edilmistir.

PLC inhibitorii olan U 73122 (5 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyon sonrasinda
resistin uyarimina maruz birakilan diiz kas hiicrelerinin proliferasyonundaki degisimin kontrol
grubu sevilerinde oldugu belirlenmistir.

Diiz kas hiicrelerinin PKCa, BI, BIL v, € inhibitorii Ro 320432 (3 uM, 30 dakika; [77])
ile inkiibasyonu sonrasinda resistin ile uyarimi neticesinde proliferasyondaki degisimin
kontrol grubuna gore anlamli olmadigi goriilmiistiir.

PKCS inhibitorii olan Rottlerin (1 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyonun ardindan 24
saat resistin ile uyarilan VDKH’lerinde proliferasyon seviyesinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmuistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, PKCa, y inhibit6rii olan HBDDE (10 uM, 30 dakika;
[79]) ile inkiibasyonunu takiben resistin ile inkiibasyona birakilmasi neticesinde
proliferasyondaki degisimin kontrol grubuna gore anlamli olmadigi belirlenmistir.

NADPH oksidaz inhibitorii olan DPI (10 uM, 30 dakika; [12, 80]) ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan VDKH’lerinde proliferasyon seviyesinin kontrol
grubu seviyesine yakin odugu, proliferasyondaki degisimin anlamli olmadigi goriilmistiir.

Diiz kas hiicrelerinin, p44/42 MAPK inhibitorii olan PD 98059 (20 uM, 30 dakika;
[77, 82]) inkiibasyonunu takiben resistin ile uyarimi neticesinde proliferasyondaki degisimin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, p38 MAPK inhibitorii olan SB 203580 (10 uM, 30
dakika; [5, 85]) ile inkiibasyonunun ardindan 24 saat resistin ile uyarimi sonucunda
proliferasyondaki artisin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu tesbit edilmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin WST-1 Kiti ile 6lgiilen proliferasyon diizeylerine ait
absorbans degerleri Tablo 4.1°de, tabloya iligkin bar grafigi ise Sekil 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1.Resistin uyarimu sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyon diizeylerine ait absorbans

degerleri. Veriler, ortalama + standart sapma olarak verildi.

Gruplar n Ortalama + S.D. F p post hoc
Kontrol (1) 10 1,4355 £ 0,0264
Resistin (2) 10 1,8108 = 0,0691
U 73122 + Resistin (3) 10 1,4383 +0,0251
RO 320432 + Resistin (4) 10 1,4431 +0,0461
Rottlerin + Resistin (5) 10 1,4259 + 0,0504 123,32 {001 | 2,9>1,3,4,5,6,7,8,
HBDDE + Resistin (6) 10 1,4444 +0,0201
DPI + Resistin (7) 10 1,4081 + 0,0653
PD 98059 + Resistin (8) 10 1,4319 +0,0292
SB 203580 + Resistin (9) 10 1,7377 £ 0,0249
2.0+ %
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Sekil 4 1. Resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu. (1) Herhangi bir aktivator

ve/veya inhibitdr ile inkiibasyona birakilmayan grup. (2) Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin ile
inkiibasyonu sonrasinda kontrol grubuna gore proliferasyonundaki artig istatistiksel olarak anlamlidir.
(3) PLC inbitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerin proliferasyonundaki
degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmustir. (4)
PKCa, BI, BIL, v, ¢ inhibitérii Ro 320432 ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerin
proliferasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (5)
PKCS inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (6)
PKCa,y inhibitdrii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerde, proliferasyon degisimi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 degildir. (7) NADPH oksiaz inhibitdrii ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerin proliferasyonundaki degisim istatistiksel olarak anlamli
degildir. (8) P44/42 MAPK inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerin
proliferasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (9) p38 MAPK
inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerde dl¢tilen proliferasyon degerleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dercede yiiksek bulunmustur. *: p<0,05.
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4.2. Resistin Uyarnm Sonrasinda Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde PKC
Fosforilasyonu
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, resistin ve inhibitor sonrasinda resistin ile inkiibasyon
sonucunda gozlenen PKC fosforilasyonu, herhangi bir uyarima maruz brakilmayan kontrol
grubuna kars1 degerlendirildi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin (100 ng/mL, 15 dakika [5, 64]) ile uyarimi
sonrasinda PKC fosforilasyonundaki artigin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistir.

PLC inhibitori U 73122 (5 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile
uyarilan diiz kas hiicrelerinde PKC fosforilasyonunun kontrol seviyelerinde kaldigi tespit
edilmistir.

Diiz kas hiicrelerinin NADPH oksidaz inhibit6rii DPI (10 uM, 30 dakika; [12, 80]) ile
inkiibasyonu sonrasinda resistin (100 ng/mL, 15 dakika) ile uyarimi sonucunda 6l¢iilen PKC
fosforilasyonunun, tek basmna resistin uyariminda oldugu gibi, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak artmis oldugu bulunmustur.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gerceklesen PKC fosforilasyonlarina ait absorbans
degerleri Tablo 4.2°de, tabloya iliskin bar grafigi Sekil 4.2’de sunulmustur.

Tablo 4.2. Resistin uyarimi sonrasinda PKC fosforilasyonuna ait absorbans degerleri. Veriler, ortalama +
standart sapma olarak verildi.

Grup n Ortalama + S.D. F P post hoc
Kontrol (1) 10 | 0,0508 +£0,00175
Resistin (2) 10 | 0,0662 +0,00193

146,72 | 0,01 | 2,4>1,3
U 73122 + Resistin (3) | 10 | 0,05224 = 0,00199

DPI + Resistin (4) 10 | 0,0599 +0,00179
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Absorbans (pg protein/mL)

Sekil 4.2. PKC fosforilasyonu ol¢iim sonuglart. (1) Kontrol grubundaki hiicreler herhangi bir aktivatér ve
inhibitorle inkiibasyona birakilmamustir. (2) Resistin ile inkiibasyon sonrasinda kontrol grubuna gore
PKC fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur. (3) PLC inhibitorii U 73122 ile
inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerde PKC fosforilasyonundaki degisiklik kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (4) NADPH oksidaz inhibitérii DPI ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde PKC fosforilasyonundaki artis kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamlhidir. *: p<0,05

4.3. Resistin Uyarim Sonrasinda Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Olusan Siiperoksit
Anyonu
Kiiltiir ortamindaki diiz kas hiicrelerinde, resistin ve inhibitor ile resistin inkiibasyon
neticesinde, olusan siiperoksit anyonu miktarlari, herhangi bir uyarima maruz brakilmayan
kontrol grubunun siiperoksit anyonu miktarlariyla karsilastirldi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin (100 ng/mL, 15 dakika [5, 64]) ile inkiibasyonu
sonrasinda olusan siiperoksit anyonu miktarmin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu tesbit edilmistir.

PLC inhibitorii olan U 73122 (5 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyon sonrasinda
resistin uyarimina maruz birakilan diiz kas hiicrelerinde olusan siiperoksit anyonundaki
degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlenmistir.

Diiz kas hiicrelerinin PKCa, B, BIL, v, € inhibitorii olan Ro 320432 (3 uM, 30 dakika;
[77]) ile inkiibasyonu sonrasinda resistin ile uyarimi neticesinde olusan siiperoksit anyonu
miktarinin kontrol grubu seviyelerinde oldugu goriilmiistiir.

PKCS inhibitorii olan Rottlerin (1 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyonun ardindan
resistin ile uyarilan VDKH’lerinde olusan siiperoksit anyonu miktarindaki artigin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir.
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Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, PKCa, y inhibitérii olan HBDDE (10 uM, 30 dakika;
[79]) ile inkiibasyonunu takiben resistin ile inkiibasyona birakilmasi neticesinde olusan
sliperoksit anyonu miktarindaki degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlenmistir.

NADPH oksidaz inhibitorii olan DPI (10 uM, 30 dakika; [12, 80]) ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan VDKH’lerinde olusan siiperoksit anyonu
miktarinin kontrol grubuyla benzer seviyelerde oldugu goriilmistiir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde olusan siiperoksit anyonu oOlgiimlerine ait absorbans
degerleri Tablo 4.3’de, tabloya iliskin bar grafigi Sekil 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3.Resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde olusan siiperoksit anyonu miktarlarina ait
absorbans degerleri. Veriler, ortalama + standart sapma olarak verildi.

Gruplar N Ortalama =+ S.D. F p Post hoc
Kontrol (1) 10 0,243 +£0,0189

Resistin (2) 10 0,654 +0,0217

U 73122 + Resistin (3) 10 0,259 £ 0,0203

Ro 320432 + Resistin (4) 10 0,247 +£0,0189 1161,17 | 0,01 | 2,5>1,3,4,6,7
Rottlerin + Resistin (5) 10 0,616 + 0,0092

HBDDE + Resistin (6) 10 0,247 +0,0106

DPI + Resistin (7) 10 0,241 +£0,0119
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Sekil 4.3. Resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde olusan siiperoksit anyonu dl¢liim sonuglari.
(1) Kontrol grubundaki hiicreler herhangi bir aktivator ve inhibitorle inkiibasyona birakilmamigtir. (2)
Resistin ile inkiibasyona brakilan VDKH’nde kontrol grubuna gore siiperoksit anyonu olusumunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis vardir. (3) PLC inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile
uyarilan hiicrelerde olusan siiperoksit anyonu miktarlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik olmamustir. (4) PKCa, BI, BIL v, & inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin
ile uyarilan hiicrelerde olusan siiperoksit anyonu miktarlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olmamugtir. (5) PKCS inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile
uyarilan hiicre grubunda olusan siiperoksit anyonu miktarlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. (6) PKCa, y inhibitori ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile
uyarilan hiicre grubunda olusan siiperoksit anyonu miktarlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamlh bir fark olmadig: tespit edilmistir. (7) NADPH oksidaz inhibitérii ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile uyarilan hiicre grubunda olusan siiperoksit anyonu miktarlarinda kontrol
grubuna gore anlaml bir fark olmadig tespit edilmistir. *: p<0,05

4.4. Resistin Uyarini Sonrasinda Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde p44/42 MAPK
Fosforilasyonu
Kiiltiir ortamindaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, resistin ve inhibitér uyarimini
takiben resistin ile inkiibasyon sonrasinda, p44/42 MAPK fosforilasyonundaki degisim,
herhangi bir uyarima maruz brakilmayan kontrol grubunun p44/42 MAPK fosforilasyonu
gore degerlendirildi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin (100 ng/mL, 15 dakika [5, 64]) ile inkiibasyonu
sonrasinda p44/42 MAPK fosforilasyonundaki artigin, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tesbit edilmistir.

Diiz kas hiicrelerinin PKCa, BI, BII, y, € inhibitorii olan Ro 320432 (3 uM, 30 dakika;
[77]) ile inkiibasyonu sonrasinda resistin ile uyarimi neticesinde olusan p44/42 MAPK
fosforilasyonunun kontrol grubu seviyelerinde oldugu goriilmiistiir.
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PKCS inhibitoérii olan Rottlerin (1 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyonun ardindan
resistin ile uyarilan VDKH’lerinde olusan p44/42 MAPK fosforilasyonundaki degisimin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, PKCa, y inhibit6rii olan HBDDE (10 uM, 30 dakika;
[79]) ile inkiibasyonunu takiben resistin ile inkiibasyona birakilmasi neticesinde oOlgiilen
p44/42 MAPK fosforilasyonundaki degisimin kontrol grubuna kiyasla anlamli olmadigi
belirlenmistir.

PLC inhibitorii olan U 73122 (5 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyon sonrasinda
resistin uyarimina maruz birakilan diiz kas hiicrelerinde, p44/42 MAPK fosforilasyonundaki
degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

NADPH oksidaz inhibitorii olan DPI (10 uM, 30 dakika; [12, 80]) ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan VDKH’lerinde gerceklesen p44/42 MAPK
fosforilasyonunun kontrol grubuyla benzer seviyelerde oldugu goriilmistiir.

Resistin  uyarimi sonrasinda diiz kas hiicrelerinde olglilen p44/42 MAPK
fosforilasyonlarna ait absorbans degerleri Tablo 4.4’de, tabloya iliskin bar grafigi Sekil
4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.4. Resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p44/42 MAPK fosforilasyonuna ait
absorbans degerleri. Veriler, ortalama + standart sapma olarak verildi.

Gruplar N Ortalama + S.D. F P Post hoc
Kontrol (1) 10 0,2710 + 0,0041

Resistin (2) 10 0,3536 + 0,0060

Ro 320432 + Resistin (3) 10 0,2668 £ 0,0074

Rottlerin + Resistin (4) 10 0,2780 + 0,0041 318,34 0,01 2>1,3,4,56,7
HBDDE + Resistin (5) 10 0,2760 £ 0,0049

U 73122 + Resistin (6) 10 0,2726 + 0,0046

DPI + Resistin (7) 10 0,2730 + 0,0063
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Sekil 4.4. Resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p44/42 MAPK fosforilasyonu 6l¢iim
sonuglart. (1) Kontrol grubundaki hiicreler herhangi bir aktivator ve inhibitorle inkiibasyona
birakilmamugtir. (2) Resistin ile inkiibasyon sonrasinda kontrol grubuna gore p44/42 MAPK
fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmustur. (3) PKCa, BI, BIL, y, € inhibitorii Ro
320432 ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde kontrol grubuna gore
p44/42 MAPK fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamistir. (4) PKCS
inhibitori Rottlerin ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde kontrol
grubuna gore p44/42 MAPK fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamustir.
(5) PKCa ve PKCy inhibitori HBDDE ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan
hiicrelerde kontrol grubuna gore p44/42 MAPK fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olmamistir. (6) PLC inhibit6rii U 73122 ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona
birakilan hiicrelerde kontrol grubuna gore p44/42 MAPK fosforilasyonunda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik olmamustir. (7) NADPH oksidaz inhibit6rii DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile
inkiibasyona birakilan hiicrelerde kontrol grubuna gore p44/42 MAPK fosforilasyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olmamistir. *: p<0,05

45. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde p38 MAPK Fosforilasyonu

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, resistin ve inhibitdr arti resistin ile inkiibasyon
sonrasinda, p38 MAPK fosforilasyonundaki degisim, herhangi bir uyarima maruz
brakilmayan kontrol grubunda gergeklesen p38 MAPK fosforilasyonuna kars1 degerlendirildi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin (100 ng/mL, 15 dakika [5, 64]) ile inkiibasyonu
sonrasinda p38 MAPK fosforilasyonundaki artisin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksek oldugu tesbit edilmistir.

PLC inhibitorii olan U 73122 (5 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyon sonrasinda
resistin uyarimina maruz birakilan diiz kas hiicrelerinde, p38 MAPK fosforilasyonundaki
degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.
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Diiz kas hiicrelerinin PKCa, BI, BII, y, € inhibitorii olan Ro 320432 (3 uM, 30 dakika;
[77]) ile inkiibasyonu sonrasinda resistin ile uyarimi neticesinde olusan p38 MAPK
fosforilasyonunun kontrol grubu seviyelerinde oldugu goriilmiistiir.

PKCS$ inhibitérii olan Rottlerin (1 uM, 30 dakika; [73]) ile inkiibasyonun ardindan
resistin ile uyarilan VDKH’lerinde olusan p38 MAPK fosforilasyonundaki artisin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmuistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, PKCa, y inhibit6rii olan HBDDE (10 uM, 30 dakika;
[79]) ile inkiibasyonunu takiben resistin ile inkiibasyona birakilmasi neticesinde Glgiilen p38
MAPK fosforilasyonundaki degisimin kontrol grubuna gore anlamli olmadigi belirlenmistir.

NADPH oksidaz inhibitorii olan DPI (10 uM, 30 dakika; [12, 80]) ile inkiibasyon
sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan VDKH’lerinde ger¢eklesen p38 MAPK
fosforilasyonunun kontrol grubuyla benzer seviyelerde oldugu goriilmiistiir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde resistin uyarimi sonrasinda olusan p38 MAPK
fosforilasyonu olgiimlerine ait absorbans degerleri Tablo 4.4’de, bu tabloya ait bar grafigi
Sekil 4.5’de sunulmustur.

Tablo 4.5. p38 MAPK fosforilasyonuna ait absorbans degerleri. Veriler, ortalama + standart sapma olarak

verildi.

Gruplar n Ortalama = S.D. F P Post hoc
Kontrol (1) 10 0,5025 £ 0,007

Resistin (2) 10 0,6326 = 0,007

U 73122 + Resistin (3) 10 0,5030 + 0,006

RO 320432 + Resistin (4) 10 0,5078 £ 0,006 74433 | 001 | 2,5>1,3,4,6,7
Rottlerin + Resistin (5) 10 0,6036 + 0,007

HBDDE + Resistin (6) 10 0,5075 + 0,006

DPI + Resistin (7) 10 0,5080 + 0,006
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Sekil 4.5. p38 MAPK fosforilasyonu 6l¢iim sonuglari. (1) Kontrol grubundaki hiicreler herhangi bir aktivator ve
inhibitorle inkiibasyona birakilmamugtir. (2) Resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerdeki p38
MAPK fosforilasyonundaki artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir. (3) PLC
inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde p38 MAPK
fosforilasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (4)
PKCa, BI, BIL v, € inhibitdrii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde
p38 MAPK fosforilasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (5)
PKCS inhibitorii Rottlerin ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiiclerde p38
MAPK fosforilasyonundaki artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir. (6) PKCa, y
inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde p38 MAPK
fosforilasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. (7) NADPH
oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde p38
MAPK fosforilasyonundaki degisim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degildir. *:
p<0,05
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TARTISMA

Onlenmesi ve tedavisi icin Onemli efor ve kaynak harcanmasmma ragmen
kardiyovaskiiler hastaliklar hala yer yiiziindeki Oliimlerin birincil sebebidir [86]. Tiim
diinyada epidemik hale gelen kardiyovaskiiler hastaliklarin en sik nedeni aterogenez ve buna
eklenen trombozdur. Ateroskleroza genetik yatkinlik olmasina karsilik aterosklerozla iligkili
hiperlipidemi, hipertansiyon ve diyabetes mellitus (DM) ¢ogunlukla sonradan edinilir ve
aterosklerozun genellikle hayatin ilerleyen donemlerinde agiga ¢ikan patolojik siirecleri,
kisinin beslenme ve yasam Standardina bagli olarak onlenebilir [3]. Endoteliyal disfonksiyon
ile birlikte vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu ile karakterize
patolojik bir siire¢ olan ateroskleroz [1, 87], arter intimasinda plazmadan kaynaklanan
aterojenik lipoprotein birikmesine karsi gelisen karmasik bir inflamatuvar - fibroproliferatif
yanit olup aortadan epikardiyal koroner arterlere kadar farkli biiyiikliikteki sistemik arterleri
etkileyebilir [3].

Obezite ve diyabet kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in iki dnemli risk faktoriidiir. Obezite
iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda kesfedilen adipokinlerin tanimlanmasindan beri adipoz
doku endokrin bir organ olarak kabul edilmektedir. Kesfedilen bu adipokinler arasinda son
donemlerde tespit edilen resistin proteini iizerinde farkli arastirma gruplarinin yapmis oldugu
in vivo ve in vitro caligmalarda molekiiliin, endoteliyal disfonksiyon, vaskiiler disfonksiyon,
kardiyak hipertrofi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu
arttirmak suretiyle ateroskleroz gibi ¢esitli patofizyolojik siireclerde rol aldigi ortaya
koyulmustur [2].

Calabro ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢aligmada, resistin’in insan arteriyel diiz kas
hiicrelerinde p44/42 MAPK fosforilasyonu ve fosfatidilinositol 3-kinaz yolaginin
aktivasyonuyla diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunda artis oldugu gosterilmis, p38 MAPK
fosforilasyonunun proliferasyonla bir iliskisi olmadigi belirtilmistir [5]. Zhang ve arkadaslari,
resistin-benzeri molekiil o uyarimmin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu anlamli
derecede arttirdigin1 gostermislerdir [88]. Hirai ve arkadaslarmin 2013 yilinda yaptiklari
aragtirmalar neticesinde resistin uyariminin rat vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu
uyardigin1 sdylemislerdir [89]. Park ve arkadaslarinin farkli bir uyaran kullanarak vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada, EPO gene ekpresyonunun VDKH’lerinde
proliferasyonu uyardigini ve bu uyarimin p44/42 MAPK ve p38 MAPK fosforilasyonu ile
iliskili oldugunu belirtmislerdir [90].

Calismamizda, resistin uyarimimna baglh olarak wvaskiiler diiz kas hiicrelerinde
proliferasyon seviyesisinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi
Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bu sonug, Calabro [5], Zhang [88] ve Hirai ve arkadaslarinin [89]
bulgulariyla benzerlik gostemektedir.

PLC ve PKC izoenzimlerinin (o, BL, BII, v, €, 8) inhibitorleri ile inkiibasyon
sonrasinda resistin uyarimina maruz birakilan hiicrelede, proliferasyon seviyelerinin kontrol
grubu seviyelerine kadar baskilandig1 ve aralarinda anlamli bir fark olmadig anlasilmistir.
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PLC ve PKC izoenzimlerinin inhibitorlerinin diiz kas hiicre proliferasyonunu
baskilamasina dayanarak, PLC ve PKC’nin proliferasyon yolagiyla iliskili oldugunu
sOyleyebiliriz.

Bir NADPH oksidaz inhibitorii olan DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin’e maruz
birakilan hiicrelerin proliferasyonundaki degisim istatistiksel olarak anlamli degildir. NADPH
oksidaz inhibisyonu sonrasinda siiperoksit anyonu olusumunun baskilanmasi proliferasyon
yolaginin baskilanmasinda etkili gibi goriilmektedir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin p44/42 MAPK inhibitérii olan PD 98059 ile
inkiibasyonunu takiben resistin ile uyarilmasi neticesinde proliferasyondaki degisimin kontrol
grubuna gore anlamli olmadig1 bulunmustur. Calabro ve arkadaslar1 [5] arastirmalarinda farkli
MAPK inhibitérii (U0126) ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan VDKH’lerinde
proliferasyonun baskilandigini bulmuslardir. Hirai ve arkadaslarinin ¢alismasinda da resistin
uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunda p44/42 MAPK
fosforilasyonunun rolii olabilecegini soylemislerdir [89]. Bizim bulgularimiza gére de
VDKH’lerinin proliferasyonunda p44/42 MAPK fosforilasyonun bir rolii oldugu sdylenebilir.

Diiz kas hiicrelerinin p38 MAPK inhibitérii SB 203580 inkiibasyonu sonrasinda
resistin ile uyarilmast sonucunda diiz kas hiicre proliferasyonunun kontrole gore anlamli
derecede ylikseldigi goriilmektedir (Sekil 4.1). p38 MAPK, mitojen aktive edici bir protein
kinaz olmasmma ragmen inhibisyonu sonrasinda proliferasyonun baskilanmamasi
diisiindiiriiciidiir. Calabro ve arkadaslarinin bulgularinda da VDKH’lerinde p38 MAPK
fosforilasyonunun baskilanmasinin hiicre proliferasyonunda anlamli bir etkisi olmadigi
gosterilmistir.

Serin-treonin kinazlar enzim ailesinin bir iiyesi olan PKC, spesifik yapisal 6zellikleri
ve aktivasyonu igin ihtiya¢ duydugu gereksinimler sebebiyle, geleneksel PKC (cPKC), yeni
PKC (nPKC) ve atipik PKC (aPKC) olmak {izere ii¢ alt gruba ayrilir [91]. ¢cPKC’nin
aktivasyonu i¢in diacilgliserol (DAG), Ca?* iyonu ve fosfolipidlere gereksinim vardir.
nPKC’nin aktivasyonu i¢in DAG’e gereksinim vardir fakat Ca®* iyonuna ihtiyag¢ yoktur.
aPKC aktivasyonu i¢in ise sadece fosfatidil serine gereksinim vardir [92, 93].

PKC aktivasyonunun ger¢eklesmesi i¢in gerekli olan DAG ve Ca* iyonu, PLC
aktivasyonu sonrasinda saglanir. Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP;) PLC tarafindan DAG
ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3)’a ayrilir. IP3 hiicre igi Ca?" iyonu konsantrasyonunu arttirarak
PKC aktivasyonu igin ihtiyag duyulan gereksinimleri karsilamis olur [94].

Calismamizda, VDKH’nin resistin ile uyarimi sonrasinda PKC fosforilasyonunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. PLC
inhibitori olan U 73122 ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarim yapilan hiicrelerdeki
PKC fosforilasyonunun kontrol seviyelerinde oldugu gozlenmistir. Son olarak NADPH
oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerde
PKC fosforilasyonunun yine kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur (Sekil 4.2).

Bu veriler bize PKC fosforilasyonunun ger¢eklesmesi i¢in PLC aktivasyonuna ihtiyag
oldugunu diisiindirmektedir ayrica NADPH oksidaz enzim kompleksini inhibisyonu
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sonucunda siiperoksit anyonu miktarinda bir diisme olacag: diisiiniiliirse PKC fosforilasyonun
ROS ile bir iliskisi olmadigi sdoylenebilir.

Reaktif oksijen tiirleri, viicut savunmasi, hormon biyosentezi ve hiicresel
sinyallerinden i¢inde bulundugu cesitli fizyolojik siireclere etki eder. Fakat artan ROS iiretimi
(oksidatif stress olarak da adlandirilir) hipertansiyon, ateroskleroz ve diyabet gibi c¢esitli
patolojilerin olugsmasindan sorumlu tutulur. Siiperoksit anyonundaki artisa bagli olarak
endoteliyal disfonksiyon gelisir [95]. Endotel hiicrelerindeki ROS iiretiminin major kaynagi
NADPH oksidaz enzim kompleksi olarak kabul edilmistir [12, 14]. Farkli bir deney
modelinde, NADPH oksidaz aktivasyonuna bagli olarak ROS olusumunun PKCa iizerinden
gerceklestigi Hong ve arkadaslari tarafindan gésterilmistir [15]. Palmitat uyarimina bagh C
reaktif protein ekspresyonunun insan aortik endotel hiicrelerinde, adenozin monofosfat-aktive
kinaz’in PKC’yi baskilamasiyla NADPH oksidaz {izerinden ROS olusumunu inhibe ettigi
Mugabo ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir [16]. Ou ve arkadaslarinin insan umblikal ven
endotel hiicrelerinde yapmis oldugu calismada, resistin’in, AMPK’nin fosforilasyonunu
baskilayarak, PKCa iizerinden NADPH oksidaz aktivasyonu ile ROS olusumunu arttirdigi
gosterilmistir [12]. Chemaly ve arkadaslarinin deneyleri sonucunda, resistin’in in vivo uzun
stire artmis ekspresyonunun NADPH oksidaz iizerinden olusan ROS seviyesindeki artisin
sicanlarda miyokardiyal disfonksiyon ve yeniden diizenlenmeyle iligkili oldugu belirtilmistir

[6]

Calismamizda, VDKH’lerinin resistin ile inkiibasyonu sonrasinda siiperoksit anyonu
miktarlarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu
gozlenmistir. NADPH oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin uyariminin
diiz kas hiicrelerinde siiperoksit anyonu olusumu {izerine olan etkisi incelendiginde, olusan
sliperosit anyonu miktarinin kontrol grubuyla birbirine yakin seviyelerde oldugu ve aralarinda
anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bu sonuca gore resistin uyarimi sonrasinda
vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki siiperoksit anyonu artisinda, NADPH oksidaz enzim
kompleksinin bir rolii olabilecegini diisiinebiliriz (Sekil 4.3).

PLC inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarima birakilan hiicre
grubunda olugan siiperoksit anyonu miktarlarinda kontrol grubuna gore anlaml bir degisiklik
olmamistir. Bu durum bize resistin uyarimi ile NADPH oksidaz aktivitesinin gerceklesmesi
icin O6ncesinde PLC aktivasyonunun gerceklesmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

PKCa, BI, BIL v, € inhibitorii ve PKCa, y inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin
ile inkiibasyona birakilan hiicre grubunda olusan siiperoksit anyonu miktarlarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmamistir. Resistin uyarimi sonrasinda
NADPH oksidaz enzim kompleksi iizerinden siiperoksit anyonu olusumunun artmasi i¢in
PLC aktivitesine bagli olarak fosforile olup aktiflesen PKCa, BI, BIL v, € izoenzimlerinden
bir veya birkagina ihtiya¢ oldugunu sdyleyebiliriz. Hong ve arkadaslar1 da farkli bir deney
modelinde  NADPH oksidaz aktivitesine bagli artan siiperoksit anyonunun PKCao
fosforilasyonu iizerinden gerceklestigini soylemislerdir [15].

PKCS inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin uyarimina birakilan hiicre
grubunda olusan siiperoksit anyonu miktarlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3). Bu sonuca gore resistin uyarimi sonrasinda
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NADPH oksidaz enzim kompleksinin aktiflesmesinde PKC&’nin bir rolii olmadigim
diistinebiliriz.

Calabro ve arkadaslarmin yapmis olduklari g¢alismanin sonuglarmna gore resistin
uyarimi sonrasinda Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunun kontroliinde p44/42
MAPK fosforilasyonu énemli bir rol oynamaktadir [5]. Van der Merwe ve arkadaslarinin
intestinal epitel hiicrelerinde yapmis oldugu ¢alisma sonucunda elde ettikleri verilere gore,
proteaz-aktive reseptor-2 (PAR3) uyarimi sonrasinda p44/42 MAPK fosforilasyonunda PLC
aktivitesine bagli olarak fosforile olan PKC izoenzimlerinin rol aldigini ileri stirmiislerdir
[74]. Hamilton ve arkadaslarinin fare fibroblats hiicrelerinde yaptiklari ¢alisma sonucundaki
bulgulara gore de p44/42 MAPK fosforilasyonunda PKC izoenzimlerinin rol aldig:
bildirilmistir [96]. Ginnan ve arkadaslari, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yapmis olduklar
caligmalar sonucunda interlokinlp ile uyarilan hiicrelerde p44/42 MAPK fosforilasyonunun
PLC inhibisyonuna bagli olarak baskilandigini ve p44/42 MAPK fosforilasyonunda PKC&’nin
etkili oldugunu tespit etmislerdir [73].

Calismamiz sonucunda, VDKH’lerinin resistin ile inkiibasyonu sonrasinda p44/42
MAPK fosforilasyonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.4). Calisma sonucunda elde ettigimiz veri, Calabro ve arkadaslarinin
verileri ile uyumludur [5]. Buna gore resistin uyariminin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p44/42
MAPK fosforilasyonunu arttirdigini sdyleyebiliriz.

Calismamizda, PLC ve PKC izoenzimlerinin (o, BI, BIIL, v, €, ) inhibitori ile
inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerde gozlenen p44/42 MAPK
fosforilasyonlarmin kontrol grubuyla benzer oldugu ve fosforilasyon diizeyleri arasinda
anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur.

Van der Merwe ve arkadaglari, farkli bir deney modelinde, p44/42 MAPK
fosforilasyonunun PLC aktivitesine bagli olarak fosforile olan PKC izoenzimleriyle iligkili
oldugunu belitmislerdir [74]. Yine farkli bir deney modeli kullanan, Hamilton ve
arkadaslarinin verilerine gore de p44/42 MAPK fosforilasyonunda PKC izoenzimlerinin rol
aldig1 bildirilmistir [96]. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde farkli bir uyaran ile ¢alisan Ginnan ve
arkadaglart da p44/42 MAPK fosforilasyonunun PLC inhibisyonuna bagli olarak
baskilandigint ve p44/42 MAPK fosforilasyonunda PKC&nin etkili oldugunu tespit
etmislerdir [73].

Elimizdeki veriler dogrultusunda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde resistin uyarimi
sonrasinda p44/42 MAPK fosforilasyonun gergeklesebilmesi i¢in PLC’nin aktive olmasi ve
PKC izoenzimlerinin fosforile olmas1 gerektigini diisiinebiliriz.

NADPH oksidaz inhibitérii DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona
birakilan hiicre grubunda p44/42 MAPK fosforilasyonun kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis olmadig: tespit edilmistir. Bu sonu¢ bize NADPH oksidaz {izerinden
olusan siiperoksit anyonunun resistin uyarimi sonrasinda VDKH’lerinde p44/42 MAPK
fosforilasyonunun ger¢eklesmesinde bir etkisi oldugunu diistiindiirmektedir.

Bao ve arkadaslari, diiz kas hiicrelerinde NADPH oksidaz enzim kompleksi tizerinden
olusan ROS’larin p38 MAPK fosforilasyonuna sebep oldugunu bildirmis ve p38 MAPK
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fosforilasyonunun diiz kas hiicrelerinde migrasyona sebep oldugunu belirtmiglerdir [97]. Park
ve arkadaslarinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yaptiklar1 ¢caligmalar sonucunda, p38 MAPK
fosforilasyonu sonrasinda matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) aktivasyonuna bagli olarak
diiz kas hiicre migrasyonunun gergeklesebilecegi belirtilmistir [90].

Calismamizda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyonunun 6l¢iimii
sonucunda, resistin ile inkiibasyona birakilan hiicrelerdeki p38 MAPK fosforilasyonundaki
artis kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Resistin uyariminin p38
MAPK fosforilasyonunu arttirdigini soyleyebiliriz.

PLC inhibitdrii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan hiicrelerdeki p38 MAPK
fosforilasyonundaki degisim kontrol grubuna gore anlamli bulunmamistir. Bu da bizlere, p38
MAPK fosforilasyonunun gergeklesmesinde PLC aktivasyonunun bir payr oldugunu
diistindiirmektedir.

PKCa, BL, BIL v, ¢ inhibitorii ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan
hiicrelerdeki p38 MAPK fosforilasyonundaki degisimin kontrol grubu seviyelerinde kalmasi,
bizlerde bu PKC izoenzimlerinin p38 MAPK fosforilasyonunun kontroliinde bir role sahip
olduklar1 kanisin1 dogurmustur.

PKCS inhibitorii Rottlerin ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile inkiibasyona birakilan
hiiclerdeki p38 MAPK fosforilasyonundaki degisimin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonu¢ bize vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde, resistin uyarimi sonrasinda PKCd izoenziminin p38 MAPK fosforilasyonunda
herhangi bir rolii olmadigini diislindiirmektedir.

NADPH oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibasyon sonrasinda resistin ile uyarilan
hiicrelerdeki p38 MAPK fosforilasyonundaki degisim kontrol grubuna gore anlamli degildir.
Bu durum p38 MAPK fosforilasyonunun NADPH oksidaz enzim kompleksi {izerinden olusan
stiperoksit anyonu ile ilskili oldugunun bir kanit1 olabilir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz tiim veriler dogrultusunda, resistin uyariminin
VDKH’lerinin proliferasyonunu uyardigini, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde resistin uyarimina
bagli PKC izoenzimlerinin fosforilasyonlarinin ve proliferasyonun gergeklesebilmesi icin
PLC’nin aktivite gostermesi gerektigini, PKC izoenzimlerinin inhibisyonunun da diiz kas
hiicrelerinin  proliferasyon yolaginin c¢alismasini  baskilayabilecegini, p44/42 MAPK
fosforilasyonunun PLC aktivasyonu sonrasinda fosforile olan PKC izoenzimleri {izerinden
oldugunu, diiz kas hiicre proliferasyonunun p44/42 MAPK iizerinden gergeklestigini, resistin
uyarimi sonrasinda artan siiperoksit anyonunun p44/42 MAPK fosforilasyonu iizerinden de
proliferasyonu uyardigini sdyleyebiliriz (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Resistin uyarimi sonrasinda proliferasyona giden hiicre i¢i sinyal yolagi.

Bizim amacimiz, resistin uyarimi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu yolaginda PLC ve/veya PKC’nin, Mitojen-aktive edici protein kinaz (MAPK:
Mitogen-activated protein kinase) ailesinin aktivasyonu ve ROS {iretimi iizerine olan
etkilerini ortaya ¢ikarmaya calismaktir. Bu amag¢ dogrultusunda ileri siirdiigiimiiz hipotez:
Resistin ile muamele edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna, MAPK ailesinin
aktivasyonunu ve NADPH oksidaz iizerinden olusan siiperoksit anyonunu arttiran, PKC ve
PLC aktivasyonu sebep olmaktadir.

Hipotezimiz dogrultusunda yaptifimiz deneyler sonucunda, resistin uyarimi
sonrasinda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna, PLC aktivitesi sonrasinda
fosforile olan gesitli PKC izoenzimleri iizerinden uyarilan p44/42 MAPK fosforilasyonunun
ve NADPH oksidaz araciligiyla olusan siiperoksit anyonunun sebep oldugunu sdyleyebiliriz.

Resistin molekiiliiniin hiicre i¢i sinyal yolaklar1 {izerine olan etkilerinin daha ileri
diizeyde yapilacak arastirmalar ile agiga ¢ikarilmasi, resistin’i kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde yeni bir hedef molekiil haline getirebilir. Ayrica resistin yakin gelecekte vaskiiler
hastaliklarin ayirici tanisinda yeni bir biyobelirteg olarak kullanilmaya baglanabilir.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

SONUCLAR
Resitinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde proliferasyonu uyardigi tespit edilmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin ile uyarimi sonrasinda proliferasyon yolaginda
PLC iizerinden PKC fosforilasyonunun gerceklestigi goriilmiistiir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin ile uyariminin NADPH oksidaz enzim
kompleksi tizerinden siiperoksit anyonu olusumunu arttirdigi gézlenmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin ile uyarimi sonrasinda p44/42 MAPK
fosforilasyonunun gergeklestigi tespit edilmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin ile uyarimi sonrasinda p38 MAPK
fosforilayonunun arttig1 sonucuna varilmistir.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin resistin ile uyarimi sonrasinda, PLC aktivasyonunu
takiben meydana gelen PKCa, BI, BIL, v, €, izoenzimlerinin fosforilasyonu sonrasinda
hem p44/42 MAPK aktivasyonunun hem de NADPH oksidaz enzim kompleksi
iizerinden olusan siliperoksit anyonunun proliferasyon yolaginda roliiniin oldugu
gozlenmistir.
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