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OZET

Amac: Ang II'nin, glikoliz yan iiriinii olarak ortaya c¢ikan ve diyabetlilerde artmis
diizeyleri gozlenen toksik metabolit metilglioksal (MGO) diizeyini artirabilecegi ve
MGO detoksifikasyonunu saglayan Glioksalaz 1 (Glol) enzimi ekspresyonunu
baskilayabilecegi One siriilmiistir. Bu amagla calismamizda vaskiiler diiz kas
hiicreleri VDKH)’nde Ang II'nin diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Glol aktivitesi
ve ekspresyonu, GSH derisimi, MGO seviyesi, NF-kB p65 birimi ekspresyonu ve
S536 fosforilasyonu ile birlikte Nrf2 ekspresyonu iizerine olan etkisi incelenmistir.
Ayrica Ang II uyarimli NF-kB, p38 ve ERK1/2 MAPK aktivasyonlarinin Glo1

ekspresyon ve aktivitesine etkisi de incelenmistir.

Yontem: Sican aortasindan izole edilen ve primer kiiltiire edilen VDKH kullanilda.
Ang Il uygulanan (100 nM) hiicreler diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda 48 saat inkiibe

edildikten sonra hiicre lizatlar1 elde edilerek bu lizatlarda 6l¢iimler yapilmistir.

Bulgular: Ang II’'nin VDKH’nde diisiik ve yiliksek glukoz ortaminda Glo1 aktivite ve
ekspresyonunu baskilayarak MGO diizeyini artirdidi, telmisartan ve irbesartan
uygulanmasinin Ang II’nin etkilerini ortadan kaldirdig: belirlenmistir. Ang II uyariml
Glol ekspresyonundaki azalmada p38 MAPK ve NF-kB’nin rol aldigi saptandi.
Yiiksek glukozun MGO miktarini artirdigi, Glol ekspresyonunu p38 MAPK ve NF-
kB aktivasyonu ile azalttig1 belirlendi. Ayrica diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin ve
tek basina yliksek glukozun Nrf2 konsantrasyonunu artirdigi ve bu artista p38 ve
ERK1/2 MAPK aktivasyonunun rol aldig1 ortaya konmustur.

Sonug: Disiik glukoz ortaminda Ang, II Nrf2 seviyesini artirabilirse de p38 MAPK
ve NF-kB aktivasyonu iizerinden Glo1 ekspresyonunu baskilayarak MGO miktarini
artirabilir. MGO’nun hipertansiyon gelisimiyle alakali RAS aktivasyonu yaptigi
gosterilmistir. Bu calisma, RAS efektor peptidi Ang II’'nin MGO konsantrasyonunu

artirarak hiperglisemiye benzer bir etki ortaya ¢ikarabilecegini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: vdkh, ang 11, glo1, mgo, nrf2



ABSTRACT

Objective: Ang Il is suggested to enhance cellular MGO levels, a glycolysis by-
product and elevated concentrations determined in diabetics, by suppressing MGO
detoxifying Glol enzyme expression. For this purpose, effects of Ang Il on Glol
activity and expression, GSH concentration, MGO level, NF-kB p65 expression, and
S536 phosphorylation in addition to Nrf2 expression levels were investigated under
low and high glucose conditions in vascular smooth muscle cells (VSMCs). Moreover,
impact of Ang ll-induced NF-xB, p38 and ERK1/2 MAPK activations on Glol

expression and activity were explored.

Method: VSMCs were isolated from rat aorta and primarily cultured. Ang Il-treated
cells (100 nM) were incubated 48 hours under low and high glucose media, and then

measurements were done in obtained cell lysates.

Results: Ang Il increased MGO levels by suppressing Glol activity and expression
under low and high glucose media, while telmisartan and irbesartan treatment
abolished Ang II’s effects. It is likely that p38 MAPK and NF-«B pathways play role
in Ang ll-induced reduction in Glol expression. High glucose also elevated MGO
levels and contributed to the attenuation of Glo1 expression via p38 MAPK and NF-
kB pathways activation. Besides, Ang Il in low glucose media and apart from it, high
glucose elevates Nrf2 expression, p38 and ERK1/2 MAPK activations seem play a

role in this elevation.

Conclusion: Though Ang Il may induce Nrf2 elevation, in low glucose media it may
decrease Glol expression through p38 MAPK and NF-«kB activations, and raise MGO
levels in this way. MGO is shown to upregulate RAS associated with hypertension.
This study suggests that RAS effector peptide Ang Il could display a hyperglycemia-

like effect by enhancing MGO concentration.

Key words: vdkh, ang Il, glo1, mgo, nrf2
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1. GIRIS

Cagimiz modern toplumlarinda en sik karsilasilan hastaliklarin = basinda
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) gelmektedir. Diinya Saghk Orgiitii’niin
yayimladig1 2018 Diinya Saglik Istatistiklerinde KVH sebebiyle gerceklesen dliimler
%A44’liik oranla ilk siradadir (WHO, 2018). Ulkemizde 2017 yilinda tim Oliimlerin
%39,7’si dolasim sistemi hastaliklar1 kaynakliyken, bunlarin %9’unu hipertansif
hastalar olusturmaktadir (TUIK, 2018). Giiniimiizde hipertansiyonun multifaktdriyel
bir hastalik oldugu kabul edilmekte ve damar diiz kasinda meydana gelen yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerin hastalik patofizyolojisinde rol aldig1 diisiiniilmektedir.
Damar yapisinda yer alan vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VDKH) asir1 proliferasyonu
ve migrasyonu damarin kasilma-gevseme ve diizgiin kan akimini saglamasini
bozmakta, sonug¢ olarak bu degisiklikler hipertansiyonda oldugu kadar ateroskleroz
gelisimi ve inme gibi ciddi patolojik bozukluklarda rol oynamaktadir (Roifman ve ark.,
2011). Hipertansif hastalar plazma Anjiyotensin Il (Ang Il) diizeyi yiiksekligi ile
karakterize olup, Ang Il damar yapisinda hiicre proliferasyonu, migrasyon, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretimi gibi etkilere yol agarak kan akimi ve arteriyel basincin

diizenlenmesinde yer alan VDKH’ni etkiler (Mondaca-Ruff ve ark., 2018).

KVH’a benzer sekilde diinya genelinde yaygin olan bir diger saglik sorunu ise diabetes
mellitustur (DM). Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun diyabet atlasina gore
Tiirkiye’deki 2017 yilinda DM prevalanst %12,8 ve diyabetli kisi sayis1 yaklasik 6,7
milyon iken 2045 yilinda prevalansin %16,5 ve diyabetli kisi sayisinin yaklasik 11,2
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (IDF, 2017). Diyabetin yol actig1 hiperglisemi
tablosu KVH i¢in en 6nemli risk faktorlerinden birisidir (Pistrosch ve ark., 2011).
Damar yapisinda ise hipergliseminin etkiledigi hiicresel yapilardan birisi de

VDKH’dir (Pasquier ve ark., 2015).

Yiksek kan glukozunun diyabetik komplikasyonlarindan sorumlu molekiiller
igerisinde en onemlilerden birisi de AGE’lerdir (Advanced Glycated End products).
AGE olusumuna kandaki yiiksek glukozun yol agtig1 diistiniiliiyordu (Westwood ve
Thornalley, 1995; Kawasaki ve ark., 2002; Maessen ve ark., 2015) fakat daha sonraki
arastirmalar metilglioksal (MGO) molekiiliiniin rolii oldugunu ortaya koymustur

(Schalkwijk, 2015). Glikasyon reaksiyonunda MGO’nun glukoza kiyasla 20 bin kata



kadar daha reaktif oldugu gosterilmig (Phillips ve Thornalley, 1993) ve en giiglii
glikasyon ajani oldugu belirtilmistir (Shinohara ve ark., 1998; Schalkwijk, 2015).
Ilerleyen zamanlarda MGO’nun diyabet, obezite, kanser, hipertansiyon ve
ateroskleroz ile iligkisi ortaya konmustur (Maessen ve ark., 2015; Rabbani ve ark.,
2016). Diyabetli hastalarda plazma MGO diizeyleri tip 1 diyabetlilerde 5-6 kat, tip 2
diyabetlilerde ise 2-3 kat daha yiiksek saptanmistir (McLellan ve ark., 1994; Hanssen
ve ark., 2017).

Metilglioksal metabolizmada glikolizin bir yan iirlinii olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Oldukca reaktif ve toksik bir dikarbonil bilesigi olan MGO detoksifikasyonunu
glioksalaz sistemi ger¢eklestirir. Bu sistem glioksalaz 1 (Glol), glioksalaz 2 (Glo2)
enzimleri ve rediikte glutatyondan (GSH) olusur. Saglikli bireylerde bu sistem etkin
bir sekilde calisirken, diyabetli kisilerde yiiksek kan glukozuna bagli olarak glikolizin
daha fazla gerceklesmesi, AGE reseptorii (RAGE: Receptor for Advanced Glycation
Endproducts) aktivasyonu (Rabbani ve ark., 2014), diyabetlilerde diisiikk Glo1 diizeyi
(Hamoudane ve ark., 2015) gibi sebeplerle yetersiz kalarak tip 1 ve tip 2 diyabetli
bireylerde plazma MGO diizeyleri daha yiiksek seyretmektedir (McLellan ve ark.,
1994). Glukoz metabolizmasinin renin-anjiyotensin sisteminden (RAS) etkilendigini
(Favre ve ark., 2015), RAS inhibitorlerinin hipertansif hastalarda diyabeti 6nledigini
veya insidansini azalttigin1 bildiren ¢alismalar mevcuttur (Bosch ve ark., 2006;
Andraws ve Brown, 2007; McMurray ve ark., 2010). Diger taraftan MGO’nun
hipertansiyonlularda artmis oldugu, RAS aktivasyonu yaptig1 bildirilmis, MGO
diizeylerinin  disiiriilmesinin  kan basincin1  dislirdiigii  yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir (Wang ve ark., 2005; Wang ve ark., 2007; Dhar ve ark., 2008; Wang ve
ark., 2008; Dhar ve ark., 2014).

Bu calismada Ang II’nin glioksalaz sistemi lizerine olan etkisinin primer kiiltiire
edilmis VDKH nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda incelenmesi amaglanmistir. Bu
amacla Ang [I’'nin VDKH’nde Glo1 aktivitesi, Glo1 diizeyi, MGO diizeyi, yine bu
sistemle iliskili olarak rediikte glutatyon, Nrf2 diizeyi ve NF-kB diizeylerine etkisi
incelenmistir. Bunun yani sira telmisartan ve irbesartana ek olarak Ang II ile iliskili

sinyal yolaklarindan olan ERK1/2, p38 MAPK ve NF-kB’nin rolleri irdelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Vaskiiler Duvarin Bilesenleri ve Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Kalpten aldig1 kani perifere ulastiran ve bu amaca uygun olarak elastik bir yapida olan
arterler Sekil 1°de goriilebilecegi gibi igten disa dogru ii¢ tabakadan olusur: tunica
intima, tunica media ve tunica externa (adventisya) (Shepherd ve Vanhoutte, 1979).
Intima tabakasi monolayer vaskiiler endotel hiicreler ve bu tabakayr media
tabakasindan ayiran internal elastik membrandan olusur. Media tabakas1 VDKH ile bu
tabakay1 adventisyadan ayiran eksternal elastik membrandan (fibréz doku ve elastin
icerir) olusur. Adventisya ise perivaskiiler adipoz doku hiicreleri, fibroblastlar ve

kollajenden olusur (Zhao ve ark., 2015).
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Sekil 2.1. Arter duvarmin genel yapisi. Duvar yapisindaki diiz kas hiicreleri media tabakasinda yer
alirlar.

VDKH damar yapisini olusturan ana hiicreler olup farkli yapisal ve fizyolojik roller
istlenmis ve yliksek derecede 6zgiillesmis hiicrelerdir. Gelisim esnasinda ekstraseliiler
matriks (ESM) iireterek arter duvarmin dolagim kanmin yiiksek basincina karsi
koymasinda, yetigkin yasaminda ise hasar sonrasinda arter duvariin tamirinde gorev
alirlar. Rezistans arter damarlarda kani pompalayan kalbin direttigi kan akimim
saglamak, kan basincini regiile etmek, damar gerilimini saglamak ve kontraksiyon bu
hiicrelerin temel gorevleri arasindadir. Yetiskin damar yapisindaki VDKH diisiik
proliferasyon hizi ve diisiik sentetik aktiviteye sahip bir fenotipteyken lokal

cevrelerindeki bir takim sinyallere bagli olarak artmis proliferasyon ve sentetik
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aktivitedeki fenotipe doniiserek patofizyolojik roller tistlenebilmektedirler (Regnault
ve ark., 2012). Bu fenotipe doniisen hiicrelerde ESM iiretimi, proliferasyon, migrasyon
ve kontraktil protein sentezinde artis gozlenebilmektedir. Damar duvarinda hasar
sonrasi olusan bu degisim damarda yeniden farklilagma siirecini baglatir. Yeniden
farklilagma siireci (remodeling) ateroskleroz, stent takilmasi veya by-pass sonrasi
restenoz ve hipertansiyon gelisiminde rolii olan temel patofizyolojik mekanizma kabul

edilmektedir (Owens, 1995; Owens ve ark., 2004; Muto ve ark., 2007).

2.2. Anjiyotensin II ve Vaskiiler Etkileri

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAS veya RAAS) vazokonstriksiyon, sivi
hacmi regiilasyonu, kardiyak output, hiicre biiylimesi ve vaskiiler duvarin biitiinligi
gibi fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirir. RAS’1n endokrin ve lokal etkili bir bileseni
olan anjiyotensin peptidlerinin sentezi klasik olarak karacigerde anjiyotensinojen
molekiilii ile baslar ve bu yap1 kana salinir. Diger taraftan bobreklerde renal glomeriile
komsu jukstaglomeriiler hiicrelerde prorenin sentezlenir, proteolitik kesime ugrar ve
sonrasinda sekretuvar vezikiillere alinip pro- kisminin uzaklastirilmasiyla katalitik
olarak aktif renin enzimi sistemik dolasima salinir. Dolasimdaki renin enzimi ilk
olarak karacigerden kana salinan anjiyotensin molekiiliinii kesime ugratarak 10 amino
asitlik anjiyotensin I molekiiliinii agiga ¢ikarir. Daha sonra anjiyotensin-dontistiiriicii
enzim (ACE; angiotensin-converting enzyme) bir kesim islemiyle 8 amino asitlik
oktapeptid yapidaki (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) Ang II yapisini agiga ¢ikarir
(Forrester ve ark., 2018).

Dolasimdaki sistemik RAS (endokrin RAS da denir) yaninda RAS bilesenlerinin lokal
olarak da tiretildigi ve etkileri de artik bilinmektedir (Lavoie ve Sigmund, 2003; Coble
ve ark., 2015; Satou ve ark., 2015). Ang II vazoaktif bir peptid olmasina karsin
vazokonstriksiyon gorevinden alakasiz olarak farkli dokularda pek cok hiicresel
fonksiyonu etkiledigi ve hormon benzeri etkiler gosterdigi bulunmus, bu durum bir
anlamda bu molekiille ilgili arastirmalar: diri tutarak sonrasinda Ang II’nin tam tersi
etki gostererek onun etkilerini ortadan kaldirdig1 diisiiniilen anjiyotensin-1-7 ve Mas
reseptorii gibi yapilarin bulunmasina katki sunmustur (Bader, 2013). Ang II’nin temel
fizyolojik fonksiyonu kan basincini diizenlemektir ve bu yilizden de hipertansiyonda
cok onemli bir oyuncudur. Bu sebeple RAS blokerleri uzun yillardir antihipertansif

medikasyon olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir.



2.2.1. Ang Il ile Uyarilan Sinyal Yollar1

Ang Il etkilerini kendisine ait iki reseptor tizerinden gosterir: Ang Il tip 1 (AT1R) ve
tip 2 reseptorii (AT2R). AT1 reseptorii VDKH, endotel, kalp, beyin, bobrekler, adrenal
bez ve adipoz doku gibi farkli dokularda bulunur ve Ang II’'nin pek ¢ok fizyolojik
fonksiyonuna aracilik eden reseptordiir. 41 kDa agirliginda ve G-protein esli reseptor
ailesine ait olan bu reeptdr 359 amino asitten olusur (de Gasparo ve ark., 2000).
Kemirgenlerde ise AT1R 2 alt tipe sahiptir, bunlar AT1aR ve AT1gR olarak bilinir.
AT?2 reseptorii fetal dokularda yiiksek diizeylerde eksprese edilirken dogumdan sonra
diizeyi hizla diiser. Yetigskinlerde diisik diizeyde olmak kaydiyla bobrek, kalp,
pankreas, adrenal bez, damar ve beyinde tespit edilebilir. Damar yapisinda esasen
adventisyada bulunurken media tabakasinda da saptanabilir (Touyz ve Schiffrin,
2000). ATT1 reseptoriine Ang II baglanmasina miiteakip heterotrimerik G proteinler ile
etkilesim meydana gelir ve inozitol trifosfat, diagil gliserol, aragidonik asit ve ROS
gibi ikincil mesajcilar tiretilerek fosfolipaz C, A ve D aktive edilir. Bulundugu dokuya
bagli olarak bu sinyaller farkl: etkilere yol acarlar. VDKH 6rneginde oldugu gibi bu
hiicrelerde tipik olarak Gqn1 Ca?*-sensitif miyozin hafif zincir kinaz aktivasyonu ve
G121z Rho/Rho kinaz-aracili miyozin hafif zincir fosfataz inhibisyonu saglayarak
kontraksiyon diizenlenir (Forrester ve ark., 2018). Ang II pek ¢ok intraseliiler protein
kinazi aktive eder. Bunlar arasinda reseptdr ve nonreseptdr tirozin kinazlar ile MAPK
(mitogen-activated protein kinase) ailesi, Akt ve PKC’yi i¢eren serin/treonin kinazlar
bulunur. Agik¢asi Ang II’'nin ATIR iizerinden aktive ettigi protein kinazlar tablosu
giin gectikce genislemekte ve listeye yeni liyeler eklenmektedir. Su ana kadar Ang II
tarafindan aktive edilen 50’ye yakin protein kinaz bildirilmistir. Bunlar arasinda ilk
etapta serin/treonin kinazlardan ERK1/2, JNK, p38 MAPK, protein kinaz C (PKC),
ROCK, RAF, MLCK, CaMKII, IKK, PI3K, p70S6K, AKT ve mTOR, nonreseptor
tirozin kinazlardan JAK ve c-Src, reseptor tirozin kinazlardan EGFR, IGFR ve
PDGFR, yeni tanimlanan protein kinazlardan PERK ve AMPK sayilabilir.

Yapilan calismalar Ang II uyarimli ATIR bagiml biliylime faktorii reseptor
transaktivasyonunu ortaya koymustur. Aract molekiiller olarak Ca?* ve ROS’un yer
aldig1 ve alt yolakta ADAMI17 (A Disintegrin and Metalloproteinase) aktivasyonu ve
HB-EGF salinmas1 sonrasi ger¢eklesen olay neticesinde epidermal biiyiime faktorii
reseptorii (EGFR) aktivasyonu meydana gelir ki bu reseptdriin kendine ait olmayan bir

ajan tarafindan aktive edildigi i¢in de olaya transaktivasyon denmistir. EGFR



transaktivasyonu Ras-GTP olusumu ve MAPK/ERK ile Akt/mTOR/p70S6K
kaskadlarinin aktivasyonunu dogurur ve bu sekilde VDKH’nde hipertrofi ve
migrasyona katki saglar (Forrester ve ark., 2016). Ang II’'nin VDKH’nde platelet
kokenli biiylime faktorii (PDGF) reseptorii (PDGFR) ve insiilin-benzeri biiylime
faktori I (IGF-I) reseptorii (IGF-IR) transaktivasyonu yaptigi bilinmektedir
(Duerrschmid ve ark., 2015). PDGFR transaktivasyonunun vaskiiler hipertrofi ve
fibrozise aracilik ettigi bildirilmistir (Mondorf ve ark., 2000). Ang II’nin nikotinamid
adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz1 (Nox) uyararak siiperoksit ve H20>
tiretimini uyardig1 da bilinmektedir (Mehta ve Griendling, 2007). Genel olarak Ang
II’'nin Nox ailesi iiyelerinin ekspresyon ve katalitik aktivitelerini artirarak ROS

tiretimini artirdigi diistiniilmektedir (Garrido and Griendling 2009).

Simdiye kadar Ang II ve ATIR f{izerine yapilan calismalar bircok tirozin ve
serin/treonin kinazin incelenmesi, substratlarinin fosforilasyonlar1 ve ROS’un
vaskiiler patolojiye katkisini incelerken, bugiin daha farkli yonde arastirmalar
yapildig1 goriilmektedir. Bunlar arasinda intraseliiler, ekstraseliiler/mekansal (spatial)
ve zamansal (temporal) organel sinyal iletisimleri, hiicre ve doku metabolik
modiilasyonu, posttranslasyonel modifikasyonlar iizerinden sinyal iletimi, mikro
RNA’lar (miR) ve uzun kodlamayan (long noncoding) RNA’lar sayilabilir. Ayrica
genetigi degistirilmis kemirgenlerde yapilan c¢aligmalar Ang II’nin sinyal
mekanizmalari, fizyoloji ve patofizyolojisi hakkindaki bilgi dagarcigini artirmaktadir
(Forrester ve ark., 2018). Son yillarda Ang II’nin aktive ettigi yeni belirlenmis sinyal
yollar1 icerisinde Wnt/B-katenin yolagi, Notch sinyal yolagi, NRLP3 inflamazom ve
Hippo yolagi da vardir. Wnt ailesi embriyonik gelisim esnasinda hiicre yanitini regiile
eden temel mekanizmalardan biridir. ilging bir sekilde birgok RAS geninin Wnt/p-
katenin yolaginin hedefi oldugunu gostermistir (Zhou ve ark., 2015). Wnt/B-katenin
yolaginin vaskiiler patofizyolojide de rol oynadigi, VDKH’nde Ang II’nin hizli bir
sekilde B-katenin niikleer birikimini uyardigi (Cui ve ark., 2016), ayrica Wnt yolaginin
ateroskleroz ve abdominal aortik anevrizmaya katkida bulundugu bildirilmistir
(Krishna ve ark., 2017). Notch yolagi gelisimsel proseslerde gerekli olsa da KVH
patolojisi ile iliskisi son zamanlarda ¢alisilmaya baslanmistir. Insan VDKH’nde Notch
aktivasyonunun ATIR iizerinden gergeklestigi gosterilmis, bu yolagin VDKH

migrasyonu ve vaskiiler diizenlenmede rol aldig1 belirtilmistir (Ozasa ve ark., 2013).



Bunlarin disinda Ang II’nin uyarimiyla gergeklesen organeller arasi iletisim de
calisilan giincel konular arasindadir. Ang II uyarimli hipertansiyon ve vaskiiler
disfonksiyon VDKH’nde mitokondriyal ROS bagimli L-tipi Ca®" kanallarinin
aktivasyonunu da kapsar (Chaplin ve ark., 2015). Ang II’nin VDKH’nde Drpl
fosforilasyonu ile mitokondriyal fizyon/fragmantasyona neden oldugu, Drpl’in
susturulmasinin  (silencing) Ang II uyarimli ERK aktivasyonu ve matriks
metalloproteinaz (MMP)-2/9 indiiksiyonunu azalttigi gosterilmistir (Lim ve ark.,
2015). Bugiin kardiyovaskiiler patolojilerle iligkisi gosterilmis olan endoplazmik
retikulum stresinde (ERS) Ang II'nin ERS belirteglerinden olan PERK ve elF2a
fosforilasyonu yaptigi belirlenmistir (Kassan ve ark., 2012; Liang ve ark., 2013).

2.2.2. Vaskiiler Patolojilerde Ang II’nin Rolii

VDK hiicreleri vaskiiler biitiinliik ve tonun siirdiiriilmesinde ¢cok onemlidir. Damar
duvarinin ana bilesenlerinden olup bir¢ok fonksiyonel ve yapisal fonksiyonu
istlenirler. Bu hiicreler dinamik, yiiksek derecede plastisite gosterebilen ve
multifonksiyonel hiicreler olup hiicre biiyiimesi (hiperplazi ve hipertrofi), apoptozis,
hiicre uzamasi, reorganizasyon, ekstraseliiler matriks protein iiretiminde artis, fibrozis,
migrasyon ve inflamasyonu etkileyerek damarin yeniden yapilanmasi siirecine
katilirlar (Savoia ve ark., 2011; Lacolley ve ark., 2012). Ayrica bu hiicreler sakin
(quiescent) kontraktil bir fenotipteyken patolojik kosullarda proliferatif, sentetik bir
fenotipe doniigebilirler ki bu durum birgok KVH tablosundaki vaskiiler hasara katki
saglar. Ang II, ATIR iizerinden etki ederek kontraktil makine, vaskiiler
hipertrofi/proliferasyon ve Kkontraktil, mitojenik, inflamatuvar ve pro-fibrotik
mediyatorlerin sekresyonunu degistirmek suretiyle proliferatif ve sentetik bir fenotipe
gecisi saglar. Bu etkilerin bir kismi transkripsiyon faktorleri tarafindan regiile edilir ve
yapilan c¢aligmalar miR’larin VDKH’nde Ang II tarafindan modiile edildigini
gostermistir. Ozellikle miR-143/145, miR-21 ve miR-1’in kontraktil fenotipi
(patolojiye yol agmayan) tesvik ederken, aksine miR-221, miR-146a, miR-24 ve miR-
26a’nin vaskiiler hasarla iligkili sentetik fenotip ve proliferasyonla iliskili olabilecegi
belirtilmektedir (Montezano ve ark., 2014). Arterlerin kalsifikasyonu KVH’Ii
bireylerde kardiyovaskiiler olay gelisip gelismeyeceginin bir gdstergesidir. Ileri yas,
kronik bobrek hastaligi, diyabet, ateroskleroz ve hipertansiyonlu bireylerde yaygin
olup kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite ile iligkilidir (Diep ve ark., 2002;
Sigmund, 2010). Vaskiiler kalsifikasyon kompleks ve dinamik bir siire¢ olup bircok



mekanizmay1 icerir ve damar duvarinda kalsiyumun ¢okmesi ve birikmesi ile
gerceklesir. Bu durum ise arter sertliginin artmasi, elastikiyetin azalmasi ve sonunda
o bolgede kan akisinin bozulmasi ile kardiyovaskiiler fonksiyon bozuklugu ile
neticelenir (Anand ve ark., 2007; Schiffrin ve ark., 2007). Vaskiiler kalsifikasyon
kemik olusumuna benzer sekilde hiperfosfatemi ve hiperkalsemi gibi mineral
metabolizmas1 bozukluklarinin da aralarinda bulundugu faktorler VDKH’nin
farklilasmasini uyararak osteoblastik bir fenotip kazanmasina neden olurlar (Tyson ve
ark., 2003; Huybers ve Bindels, 2007). Normal kemik gelisiminde ve osteokalsin,
osteonektin, alkalin fosfataz, kollajen-1 ve kemik sialoprotein gibi osteojenik
proteinlerin ekspresyonunun kontroliinde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin
artis1 (cbfal (core-binding factor 1a)/Runx2, MSX-2 ve kemik morfojenik protein 2
(BMP-2)) VDKH’nin farklilasmasindaki temeli olusturur (Li ve Giachelli, 2007; Li ve
ark., 2008). Ateroskleroz vaskiiler duvarda kronik inflamatuvar bir hastalik olarak

tanimlanir ve intimal tabakada plak olusumu ile karakterizedir.

Yasamin ilk dekadinda aterosklerozun ilk isareti olarak kabul edilen yagh ¢izgiler
(fatty streaks) mevcut olsa da ilerleyen yillarda kiigiik lezyonlar biiyiimeye, birer fibroz
plak haline doniismeye ve sonunda liimen capinda kiiclilme ve kan damarinin
tikanikligina yol acar. Aterogenezi tam olarak neyin baslattig1 bilinmese de okside
LDL’nin (diisiik dansiteli lipoprotein) ilk tetikleyicilerden oldugu kabul edilmektedir.
Okside LDL (oxLDL) proinflamatuvar 6zelliklere sahiptir ve iligkili sinyal yollarin
aktive eder (Steinbrecher ve ark., 1984; Virmani ve ark., 1987). Bir¢ok yolagin
yanisira oxLDL’nin VDKH’nde CD36 ve TLR4 (Toll-like receptor 4) ile etkilesime
girerek inflamatuvar sitokinlerin tretimini artirdigi (IL-1f, IL-6, IL-8 ve MCP-1),
GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) ve G-CSF
(Granulocyte-Colony-Stimulating Factor) gibi biiyliime faktorlerinin diizeyini artirarak
makrofajlarin farklilasmasi ve lezyonun oldugu bdlgeye makrofajlarin toplanmasin
saglar. VDKH mediadan intimaya go¢ ederek prolifere olur, farklilasir ve ileri diizey
aterosklerotik plaklarda plak stabilitesinde ¢cok Onemli olan fibréz kapagi (cap)
olusturmak igin ekstraseliiler matriks iiretirler (Wang ve ark., 2012; Kiyan ve ark.,
2014). Lektin-benzeri okside LDL reseptorii-1 (LOX-1) endotel ve VDKH’nde
bulunan scavenger bir reseptordiir ve oxLDL ile etkilesimi saglar. LOX-1 ekspresyonu
inflamatuvar uyari, ROS, oxLDL, ve Ang II tarafindan uyarilir (Hu ve ark., 2007).
LOX-1’in oxLDL ile aktivasyonu biiyiik miktarda ROS {iretilmesine, Nox {izerinden



ATIR upregiilasyonuna, MAPK ve NF-«B artigina yol agar ki bu da ATIR ve LOX-1
arasinda iliski oldugunu gosterir (Cominacini ve ark., 2000; Taye ve ark., 2010).
Ateroskleroz patogenezinde RAS Onemli bir oyuncudur. Aterosklerozda ATIR
ekspresyon artis1 gosterilmis olup bu reseptoriin inhibisyonunun ateroskleroz gelisimi
ve metabolik bozukluklarda koruyucu etkileri bildirilmistir. Ang II adezyon
molekiilleri, kemokin ve sitokinlerin ekspresyonunu uyararak endotel disfonksiyonuna
aracilik eder, LDL oksidasyonu ile alimini (uptake) ve VDKH proliferasyonunu artirir.
Proaterojenik bu etkilerin birgoguna Nox aracii ROS’un sebep oldugu
disiiniilmektedir. Ayrica diyabetlilerdeki hizlanmis aterosklerozda Nox1’in énemli
oldugu, ileri diizey aterosklerozda Ang II'nin MMP ve PAI-1 (plazminojen aktivator
inhibitor-1) ekspresyonunu uyararak aterosklerotik plak destabilizasyonuna yol actig1
soylenmistir (Hu ve ark., 2008; Fukuda ve ark., 2010; Montezano ve ark., 2014). Ang
II biitiin vaskdiler hiicreleri etkileyerek KVH patogenezinde dnemli bir yer isgal eder.
Daha dar kapsamda VDKH f{izerindeki etkilerini biiylime, kontraksiyon, migrasyon,
hipertrofi, lipid oksidasyonu, fibrozis ve hiicre iskeleti diizenlenmesi seklinde
Ozetleyebiliriz. Bu etkiler neticesinde inflamasyon, ateroskleroz, trombozis ve fibrozis
gelisir ki bunun sonucunda da ortaya ¢ikan tablo miyokard infarktiis, inme (stroke),
diyabetik makro ve makrovaskiiler komplikasyonlar, periferal vaskiiler hastalik ve

konjestif kalp yetmezligi olabilmektedir (Mehta ve Griendling, 2007).

2.3. Hipergliseminin Vaskiiler Etkileri

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve daha spesifik olarak aterosklerozis hem tip 1 hem de
tip 2 diyabet hastalarinda saglikli kisilere kiyasla ¢cok daha hizli bir sekilde
ilerlemektedir ve bu durum literatiirde hizlandirilmis (accelarated) KVH veya
ateroskleroz olarak ge¢mektedir. Ateroskleroz tip 1 ve 2 diyabetlilerde mortalitenin
ana sebebiyken inme, koroner kalp hastalig1 ve periferal arter hastalig1 da bu kisilerde
genel popiilasyona kiyasla daha erken ve daha yaygin goriilmektedir (Kanter ve ark.,
2007). Diyabetli hastalarda gézlenen bu durumun en biiyiik sorumlusu tahmin
edilebilecegi iizere bu kisilerdeki hiperglisemi tablosudur. Oyle ki hipergliseminin
kontrol altina alinarak kan sekerinin belli bir diizeye diisiiriilmesi bile uzun siire
kontrol altina alinmamis hipergliseminin neden oldugu yikici etkileri 6nleyememekte
ve makrovaskiiler komplikasyonlar1 azaltamamakta, kardiyovaskiiler sistemde uzun
soluklu yikici etkilere neden olmaktadir. Bu durum metabolik veya hiperglisemik

hafiza olarak tanimlanmakta ve diyabetik komplikasyonlar:1 6dnlemede sadece kan



sekerinin diisliriilmesinin yeterli olamayacagini sdylemektedir ki yapilan ¢aligmalar
bu goriisii destekler niteliktedir (Rask-Madsen ve King, 2013; Costantino ve ark.,
2015). Boyle bir “hafiza” durumu varsa sayet bu fenomenin hiperglisemi varligindan
bagimsiz olarak ROS iiretimi, daha onceden iiretilen AGE varligina bagli olarak
overeksprese olmus RAGE diizeyi, mitokondriyal proteinlerin glikasyon seviyesi ve
iretilen mitokondriyal DNA (mtDNA) miktari, epigenetik mekanizmalarla post-
translasyonel histon metilasyonu ve son olarak miR diizeyine bagli olarak
gerceklesiyor olabilecegi, sonugta bu mekanizmalarin gen ekspresyon paternini
degistirebilecegi ve bu durumda hiperglisemi normalize edilse de kalici vaskiiler hasar
ve yiiksek KVH mortalite ve morbiditesi goriilebilecegi ileri siiriilmiistiir (Ceriello,
2012; Misra ve Bloomgarden, 2018). Aterosklerozda gorev alan hiicre tiplerinden
diyabetik bir ¢evreye ilk yanit veren hiicreler endotel, myeloid ve vaskiiler diiz kas

hiicreleridir (Bornfeldt, 2014).

Diyabetin vaskiiler patolojisinin anlasilmasinda yapilan caligmalar gostermistir ki
hasarin molekiiler mekanizmalar1 ile endojen koruyucu faktorler arasinda bir denge
durumu s6z konusudur ve bu dengenin hastaliga yol agan mekanizmalar lehine
bozulmast vaskiiler komplikasyonlar ile sonuglanir. Diyabetin neden oldugu
hiperglisemi serbest yag asitleri ve modifiye LDL kolesterol miktarini artirirken HDL
miktarin1 ise azaltir. Sayet koruyucu faktorler olan anti-inflamatuvar faktorler,
antioksidan enzimler, insiilin, PDGF, VEGF ve protein C (APC) gibi yapilar
hipergliseminin etkilerini dengeleyemezse hasar mekanizmalar1 aktive olur. Bunun
neticesinde AGE, ROS, Ang Il, NF-xB aktivitesi, inflamatuvar sitokinler, 16kosit
adezyonu ve PKC aktivitesi artig gosterir ve ortaya ¢ikan tablo ateroskleroz, nefropati
ve retinopati ile sonuglanir. Tip 2 diyabette vaskiiler endoteliyal ve  VDKH’nde
bozulmus insiilin sinyalizasyonu da hipergliseminin vaskiiler patolojilerine katki
saglar. Artmis serbest yag asitleriyle birlikte hiperglisemi endotelin-1 (ET-1), Ang Il
ve sitokinleri artirarak PKC’yi aktive eder. Aktive PKC insiilin reseptor substrat
(IRS)’yi ve PI3K’nin p85 alt {initesini fosforilleyerek insiilin uyarimli PI3K sinyal
yolaginin aktivasyonunu inhibe eder, bu esnada MAPK sinyali korunur veya daha da
artar. Vaskiiler hiicrelerdeki selektif insiilin rezistans1 bozulmus vazodilatasyon ve
anjiyogenez, azalmig antioksidan etkiler ve artmis 16kosit adezyonu ile sonuglanir

(Rask-Madsen ve King, 2013). VDKH’nin anormal aktivasyonuna bir¢ok faktor
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potansiyel olarak katilsa da genel olarak hipergliseminin ana faktdr oldugu

diistintilmektedir (Zhang ve ark., 2017).

Hipergliseminin spesifik olarak VDK hiicreleri iizerine etkileri de yapilan ¢alismalarda
incelenmistir. VDKH’nin yiiksek glukozla (25 mmol/L) ¢ok kisa siire (0,5-3 saat)
muamele edilmesi bile normal glukozla inkiibe edilen hiicrelere kiyasla (5 mmol/L)
MAPK ailesi iiyelerinden ERK1/2, p38 MAPK ve c-Jun/N-terminal kinazi (JNK)
aktive etmis ve bu aktivasyon saatlerce devam etmistir. Uzun siireli muamele (48 saat)
p38 MAPK aktivitesinde artisa neden olmustur. Ayrica yiiksek glukoz aktivator
protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorlerinin artisi ve DNA’ya baglanma
kapasitesinin artisina yol agmustir (Natarajan ve ark., 1999). Intermitent yiiksek glukoz
uygulamasinin VDKH’nde MMP-2 aktivitesi ve osteopontin miktarin1 yiikselterek
hiicre proliferasyonunu artirdigi (Sun ve ark., 2009), insiilin reseptor substrat-1 (IRS-
1)’in VDKH farklilagmasinda 6nemli oldugu ve hipergliseminin IRS-1 down-
regiilasyonu yaparak p53/KLF4 iligkisini azaltmak suretiyle VDKH’nin
farklilasmasini ve proliferasyonunu artirdigi bildirilmistir (Xi ve ark., 2018). Endokrin
pankreasta giiclii sekilde eksprese edilen ve salinan FAM3B proteini insiilinle birlikte
B-hiicrelerinden salinir ve glukoz homeostazini diizenler. FAM3B’nin miR-322-5p
inhibisyonu yaparak yiiksek glukoz uyarimli VDKH proliferasyonu ve migrasyonuna
aracilik ettigi, FAM3B’nin knockdown edilmesi VDKH proliferasyon ve
migrasyonunu azaltirken, overeksprese edilmesi bu olaylar artirmistir (Zhang ve ark.,

2017).

Streptozotosin uyarimli hiperglisemik si¢an arterlerinde proto-onkogen serin/treonin
protein kinaz Pim-1 ekspresyonunun artmig oldugu, yiiksek glukozun Pim-1
ekspresyonunu artirarak VDKH proliferasyonunu artirdigi rapor edilmistir (Wang ve
ark., 2017). Normalde temel olarak vaskiiler endotelde eksprese edilen VDKH’nde az
miktarda bulunan endotelin-B reseptorii (ETg reseptorleri) patolojik kosullarda primer
olarak VDKH’nde lokalize olur. Bunun yanisira optimal otofajik aktivitenin
kardiyovaskiiler homestaz ve fonksiyonunda 6nemli oldugu, hipergliseminin otofajiyi
inhibe ederek VDKH’nde ETg reseptorlerini upregiile ettigi ifade edilmistir (Chen ve
ark., 2018). Yiiksek glukozun tek bagina VDKH’nde NF-«B aktivitesinde artisa neden
olabildigi (Hattori ve ark., 2000), NF-«B aktivasyonunun VDKH nin proliferasyon ve

inflamasyonunun diizenlenmesinde anahtar oyunculardan biri oldugu, NF-xB
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inhibisyonunun yiiksek glukozun yol a¢tigi VDKH proliferasyonu ve bu hiicrelerdeki
plasminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) ekspresyon artigini 6nledigi rapor edilmistir
(Jeong ve ark., 2011). VDKH, kan damarinda sakin (quiescent) bir durumda bulunurlar
ve pek ¢ok iyon kanallari, reseptorler, sinyal molekiilleri ve kontraktil fonksiyonlar
icin gerekli kontraktil proteinler icerirler. VDKH kontraksiyonu icin sitoplazmik Ca?*
seviyesinde bir artis gerektigi icin, VDKH’ ndeki Ca?" diizeyleri vaskiiler ton ve
periferal rezistansin belirlenmesinde biiyiikk ©neme sahiptirler. Sonugta Ca?*
homeostazinda goérev alan anahtar oyuncularda meydana gelen hasar veya
modifikasyonlar vaskiiler disfonksiyon ile iliskilidir. Bu baglamda uzamis
hipergliseminin VDKH’nde Ca?" sinyalizasyonunu bozdugu gosterilmistir (EI-Najjar
ve ark., 2017). Hipergliseminin yol ag¢tig1 etkiler sadece proliferasyonu ve migrasyonu
artirmast ile smrhi degildir, yapilan ¢alismalar yiiksek glukozon bu hiicrelerde

apoptozisi dnledigini de gostermistir.

Diyabetik hastalarin arterlerin elde edilen insan VDKH nde pek¢ok apoptotik uyarana
karst bir direng oldugu, bu kisilerdeki arterlerde yiiksek diizeyde anti-proliferatif
ozellikteki Bcl-2 ekspresyonu saptanmis, nondiyabetik kokenli VDKH yiiksek
glukoza maruz birakildiginda bu hiicrelerde de Bcl-2 miktarinin arttigi tespit
edilmistir. Dolayisiyla yiiksek glukozun sadece proliferasyonu artirmakla kalmayip
aynt zamanda apoptozisi de inhibe ediyor goziikmektedir (Ruiz ve ark., 2006).
Nondiyabetik farelerde, ayrica kiiltiire edilmis sican ve insan VDKH’nde yapilan bir
calismada yine yiiksek glukozun apoptozisi azalttigi, ek olarak Fas ligand1 (giiclii bir
apoptozis tetikleyicisi) uyarimli apoptozisi inhibe ettigi, bu etkinin PKC iizerinden
gergeklestigi saptanmistir (Hall ve ark., 2000). Ayrica yiiksek glukozun serum yoklugu
ile indiiklenen VDKH apoptozisinde anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-x1 diizeyini artirarak,
apoptoziste gorev alan kaspaz-3 enziminde aktivitenin diismesine yol agarak
apoptozisi inhibe ettigi de gosterilmistir (Li ve ark., 2005). ilaveten yiiksek glukozun
ROS ve PKC-¢ aracili olarak VDKH migrasyonunu artirdigi (An ve ark., 2008),
telomeraz aktivitesini artirdigr (Sun ve ark., 2013), tip 2 diyabetik sicanlardan elde
edilen VDKH’nde kaveolin-1 ekspresyonunu azalttigi (Carrillo-Sepulveda ve
Matsumoto, 2014), insan VDKH’nde bag doku biiyiime faktoriinii (CTGF) artirdigi
(Liu ve ark., 2007), interlokin-1p aracili olarak VDKH’nin kondrositlere
farklilasmasini ve kalsifikasyona yol actig1 (Bessueille ve ark., 2015), Ca?* sinyalinden

ziyade mitokondriyal membran potansiyeli uyarimi-Miro (ROCK iist yolagi)- miyozin
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hafif zincir (MLC) tizerinden vaskiiler kontraksiyonu artirdigi (Xu ve ark., 2017)
yapilan ¢aligmalarda gdsterilmistir. Son olarak obez diyabetik farelerden elde edilen
VDKH’nde intermitent yliksek glukozun sabit yiiksek glukozdan daha fazla ERK1/2
ve MEK1/2 fosforilasyonu yaptig1 dolayisiyla VDKH proliferasyonunu daha ¢ok
artirdig1 bildirilmistir (Sung Hoon ve ark., 2017).

2.4. Glioksalaz Sistemi, Tarihgesi ve Bu Alandaki Arastirmalar

Glioksalaz sistemi 1913 yilinda her {i¢ii de biyokimyada 6nemli buluslara imza atmis
olan Carl Neuberg ile Henry Drysdale Dakin ve Harold Ward Dudley’in yayimlamis
olduklart makalelerle ilk olarak ortaya konmustur. Kesfedildigi yillarda Neuberg
glikoliz i¢in MGO’nun zaruri oldugunu One siirmiis, 1932’de ise bunun dogru
olmadig1 gosterilmistir. Yine bu yillarda glutatyonun glioksalaz enzimi i¢in kofaktor
oldugu, S-laktoilglutatyonun ara iirlin oldugu, 1940’larda canli organizmalarda
glioksalazin yaygin sekilde bulundugu gosterilmistir. 1950’1ere gelindiginde sistemin
iki enzimi olan Glol ve Glo2 kesfedilirken, D-laktatin son {irtin oldugu ortaya
konmustur. 1970’lere gelirken Glo! inhibitdrlerinin antikanser ilact olabilecegi one
stiriilmiis, 1990°1arin basinda hiicre membranini gecebilen Glo1 inhibitorlerinin potent
antitimor aktivitesi tagidig1 gosterilirken, MGO’nun glikolizin bir yan iiriinii oldugu,
yine yakin yillarda insan Glol ve Glo2 enziminin yapis1 ve katalitik mekanizmalari
aydinlatilmigtir. 2000’lerin bagindan itibaren ¢oklu ilag direnci (multi-drug resistance)
gosteren tiimorlerde Glo1’in rolii oldugu, glikasyona kars1 enzimatik defansta Glo1’in
rolii ve Glo1’in yasam siiresini etkiledigi belirlenmistir (Rabbani ve Thornalley, 2014).
Glioksalaz aragtirmalarinda belli donemlerde artis ve azalislar olsa da 6zellikle son

yillarda yapilan aragtirmalar olduk¢a yogundur.

Glioksalaz sistemi hiicrelerin sitozoliinde bulunan bir sistemdir ve bilesenleri Glol
enzimi (EC 4.4.1.5), Glo2 enzimi (EC 3.1.2.6), kofaktor olarak katalitik miktarda GSH
ve Glo1 substratlar1 olan a-oksoaldehitleri icerir. Glioksalaz sistemi reaktif ve siklik
yapida olmayan a-oksoaldehitleri bu yapiya karsilik gelen a-hidroksi asitlere
doniistiiriir. Glol o-oksoaldehit ve GSH varliginda spontan bir sekilde olusan
hemitiyoasetalin izomerizasyonunu katalizleyerek S-2-hidroksiagilglutatyon yapisini
olusturur. Glo2 ise S-2-hidroksiagilglutatyon yapisint o-hidroksi asitlere
dontistiiriirken Glo1’in katalizledigi basamakta tiiketilen GSH’1 rejenere eder (Sekil
2.2).
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Sekil 2.2. Metilglioksal detoksifikasyonu saglayan glioksalaz sistemi.

Glo1’in major fizyolojik substrati MGO’dur ve Glol inhibitorii verildiginde ya da
GSH yoklugunda MGO diizeyi ciddi sekilde artar. MGO temel olarak glikolizin ara
basamaklarinda olusan trioz fosfatlarin yikimi ile ve ¢ok daha az miktarda da keton
cisimleri, treonin yikimi ve glikasyona ugramis proteinlerin fragmantasyonu sonucu
aciga cikar. MGO olusumununa yol agan biyokimyasal yolaklar Sekil 2.3.’de
Ozetlenmistir. Glol1’in diger substratlar1 ise glioksal (lipid peroksidasyonu ve
glikasyona ugramis proteinlerin pargalanmasi ile olusur), hidroksipiruvaldehit ve 4,5-
doksovalerattir. Glol aktivitesi bu reaktif a-oksoaldehitlerin birikimini 6nleyerek
glikasyon prosesini ve dikarbonil stresini 6nleyerek canli organizmalari bu etkilerden
korur (Thornalley, 2003). Aslinda uzun yillardir bildigimiz antioksidan sistemler ve
ROS hakkindaki bilgilerimize goriinen o ki belki bir o kadar 6nemli olan dikarbonil
stresi ve glioksalaz sistemini de eklememiz gerekecektir. MGO ve Glol {izerine son

yillardaki yogun ¢aligmalar1 da belki bu kapsamda degerlendirmek gerekir.
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Sekil 2.3. Metilglioksal olusumunu saglayan biyokimyasal yolaklar.

2.4.1. Glioksalaz 1 ve Glioksalaz 2 Enzimleri

Glol enzimi GSH varliginda MGO’nun S-D-laktoilglutatyona doniisiimiinii katalizler
ve Glol aktivitesi dogrudan GSH miktari ile iligkilidir. Enzim neredeyse biitiin
canlilarin sitozoliinde mevcuttur, bazi organizmalarda GSH yerine baska tiyol gruplari
gdrev alabilir. Insan Glo1 enzimi dimer yapidadir ve molekiil agirhig1 42 (sekans)- 46
(jel filtrasyon) kDa’dur ve pI’s1 4,8-5,1’dir. Dimerin her bir alt {initesi bir Zn*? igerir,
translasyon iiriinii olan 184 amino asitlik yapmnin N-terminal metiyonin birimi post-
translasyonel modifikasyonla uzaklastirilir ve N-terminal asetillenir. Sistein 19 ve 20
arasinda bir disiilfit kopriisii varken, sistein 139 ve sistein 61 arasinda da bir distlfit
kopriisii olusabilir, sistein 139 GSH ile disiilfit kopriisii olusturursa in vitro olarak
Glo1’i inhibe eder. Glo1 Ca?*/kalmodulin-bagimli protein kinaz II’nin bir substratidir
ve 107. pozisyondaki treoninden fosforillenir. insan Glo1 yapisinda her alt iinitede iki
bolge vardir ve aktif merkez dimer arayiiziinde konumlanmistir. Katalitik mekanizma
hemitiyoasetalin C-1 pozisyonundan C-2’ye baz katalizli proton transferi, enediyol ara
tiriinii olusturmak i¢in aktif merkeze baglanma ve hizli bir sekilde ketonlagarak

tiyoester Uriine doniigiimii igerir.

Insan GLO1 geni genetik lokus 6p21.2°de yer aliyor olup, insan ve fare genomunda
fonksiyonel kopya sayis1 varyasyonlar1 bakimindan énemlidir. Yani insan ve farelerde
bireyler arasinda Glo1 ekspresyonu 2-4 kat artis gosterebilmektedir (Rabbani ve ark.,
2014). GLO1 gen delesyonunun fare ve insanlarda embriyonik olarak 6liimciil oldugu
bildirilmistir (Arai ve ark., 2010). Insan GLO1 geni diizenleyici elementler olan MRE
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(Metal-Response Element), IRE (Insulin-Response Element), E2F4 (Early gene 2
Factor isoform 4) ve AP-2a (Activating enhancer-binding Protein 2a)’y1 igerir. GLO1
geni hipokside HIFla (Hypoxia-inducible factor 1-a) ve bunun disinda RAGE
tarafindan negatif olarak regiile edilir. Hipoksi dikarbonil stresini énemli derecede
etkileyebilir zira hem anaerobik glikolizle MGO olusumunu artirtr hem de Glol
ekspresyonunu azaltabilir (Zhang ve ark., 2012; Rabbani ve ark., 2014). Ayrica
fonksiyonel bir antioksidan-response element (ARE) igerir ki bu durum Glol
ekspresyonunun Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) tarafindan regiile
edildigini gosterir. Nrf2 aktivatorii olup Glol’i indiikleyen ajanlar siilforafan, allil
izotiyosiyanat ve resveratrol iken bardoksolon metil sadece zayif bir Glo1 uyaricidir.
Dolayisiyla Nrf2 aktivatorlerinin tamami Glol1’i uyarmamaktadir (Cheng ve ark.,
2012; Xue ve ark., 2012). Ayrica Glol ekspresyonunun RAGE aktivasyonu ile
azalabilecegi ifade edilmistir (Reiniger ve ark., 2010; Zeng ve ark., 2012).

Glo1’in model organizma C. elegans’da yapilan ¢alismada overeksprese edilmesi
ortalama yasam siiresini %29, maksimum Omrii %32 artirmis, susturulmasi ise
ortalama yasam siiresini %52, maksimum yasam siiresini ise %36 azaltmistir (Xue ve
ark., 2011). Obez farelerde yapilan bir calismada karacigerde Glol proteini 3 kat
azalmis bulunmustur (Rabbani ve Thornalley, 2011). Yiiksek glukoz ile muamele
edilen hiicrelerde artmig MGO diizeyi saptanmasi, ayrica diyabetik hastalardaki artmis
MGO diizeyleri tespit edilmesi MGO’nun o6zellikle hipergliseminin yol agtig1
mikrovaskiiler komplikasyonlardan (nefropati, retinopati ve ndropati yol agtigi)
sorumlu bir molekiil olarak goriilmiistiir (Thornalley, 1988; McLellan ve ark., 1994).
Yiiksek glukozun uyarimi ile endotel hiicreleri, endoteliyal progenitdr hiicreler, renal
mezengial hiicreler, tiibiiler epitel hiicreler, retinal perisitler ve kemik iligi hiicrelerinde
meydana gelen disfonksiyon Glol’in overeksprese edildigi calismalar ile
dogrulanmistir. Glo1’in baskilandigi (knockdown) calismalarda ise hipergliseminin
yol actigr disfonksiyon artmistir (Rabbani ve ark., 2014). Farelerde Glol’in
streptozotosin uyarimli diyabeti onledigi de gosterilmistir (Kim ve ark., 2013). Bu
caligmalar Glol ekspresyonunun diyabet ve komplikasyonlarinin gelisiminde
koruyucu roliinii ortaya koymaktadir. Ayrica Glol yoksun farelerde diyabetik
nefropatiye benzer bir nefropati tablosu ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Giacco ve ark.,
2014). Pek¢ok kanserde Glol’in normalin istiinde sentezlendigini, c¢oklu ilag

tedavisine rezistan kanserlerde oldugu gibi, anti-kanser tedavide hiicre
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membranlarindan gecebilen Glol inhibitdrlerine ihtiyag oldugu ve bu alanda 6nemli
bir farkindalik yaratabilecegi diistiniilmektedir. S-p-bromobenzilglutatyon diester
(BBGD) hiicre membranindan gegebilen in vitro ve in vivo anti-tiimor aktivitesine

sahip ilk sentezlenen Glo1 inhibitoriidiir (Thornalley ve Rabbani, 2011).

Glo2 enzimi S-D-laktoilglutatyonun D-laktat ve GSH’a doniisiimiinii, Glo1’in
katalizledigi glioksalaz sisteminin ilk basamaginda tiiketilen GSH’in yeniden
iiretilmesini katalizler. Insan Glo2 enzimi Fe(II)Zn(II) merkezi igerir. Maya ve yiiksek
bitkilerde iki farkli gen sitozolik ve mitokondriyal olmak iizere iki farkli Glo2 enzimini
kodlarken memelilerde tek bir gen hem sitozolik hem de mitokondriyal Glo2 kodlayan
iki farkli mRNA iiretir. Insan sitozolik Glo2 enzimi 29 kDa iken mitokondriyal form
34 kDa’dur. Mitokondride Glo1’in bir substrati bulunmadigi i¢in mitokondriyal
Glo2’nin roliiniin ne oldugu tam olarak bilinmemektedir. Glo2 yoksun hiicreler MGO
uyarimli apoptozis ve DNA hasarina karsi asir1 hassasiyet gosterirler, buna sebep
olarak ise enzim yoklugunda S-D-laktoilglutatyon birikmesi, biriken substrattan
sisteine laktoil transferi sonucu S-D-laktoilsistein olusumu ve bu yapinin da N-D-
laktoilsisteine donlismesi gosterilmistir. Zira olusan bu yap1 dihidroorataz inhibitorii
olup de novo pirimidin sentezini inhibe ederek toksisiteye ve DNA hasari toksisitesine
aracilik eder (Xue ve ark., 2011; Rabbani ve ark., 2014).

2.4.2. Dikarbonil Stresi ve Metilglioksalin Vaskiiler Etkileri

Dikarbonil stresi, a-oksoaldehit metabolitlerinin anormal birikimi sonucu protein ve
DNA’nin artmis modifikasyonu ile karakterize olan, yaslilik ve hastalikta hiicre ve
doku disfonksiyonuna katki saglayan bir durum olarak tanimlanir. Bunlar icerisinde
en onemlisi MGO olup digerleri glioksal ve 3-deoksiglukozon (3-DG)’dur. Ornek
olarak ise yasl bitkilerde artmis MGO, yash insan lenslerinde artmis MGO-protein
modifikasyonu, diyabette artmis plazma ve doku MGO diizeyleri ve renal yetmezlikte

artmis MGO, glioksal ve 3-DG diizeyleri verilebilir.

Dikarbonil stresinin nedeni dikarbonil metabolitlerinin yapimi ve metabolizmasi
arasindaki dengesizlik sonucu ve ek olarak ekzojen dikarbonillere maruziyettir.
Glioksal, MGO ve 3-DG diizeyleri tipik olarak insan plazmasinda 50-150 nM, bitki ve
memeli hiicrelerinde 1-4 uM’dir. Dikarbonil diizeyleri bu siirlarin 6tesine gectiginde
protein ve hiicre disfonksiyonu i¢in potansiyel bir tehdit haline gelerek hastaliklara

zemin hazirlar (Rabbani ve Thornalley, 2015). Aslinda MGO glikoliz
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metabolizmasindan bir kagak, sizint1 olarak adlandirabilecegimiz sekilde ve diizeyde,
glikoliz ara triinlerinden olan trioz fosfatlar gliseraldehit-3-fosfat (GA3P) ve
dihidroksiasetonfosfat (DHAP)’dan  9%0,05-%0,1 diizeyinde olusur. Glukoz
metabolizmasinin artmasi, GA3P dehidrojenaz inhibisyonu, rediiktif pentoz fosfat
yoluyla GA3P’nin uzaklagtirilmasinin sekteye ugramasi ve trioz fosfatlarin ara iiriin
oldugu glukoneogenez ve gliseroneogenez metabolik yolaklarindan kaynakli
sebeplerle bu miktar artabilir (Sekil 2.3). Glioksal ve MGO ana olarak Glo1 tarafindan,
cok daha az olarak da aldoketo rediiktazlar ve aldehit dehidrojenazlar tarafindan
metabolize edilir (MGO hem aldehit hem de keton grubu igerir, Sekil 2.4). Glo1,
aldoketo rediiktazlar ve aldehit dehidrojenazlar transkripsiyon faktdrii Nrf’nin

antioksidan response element tizerinden kontrol edilebilirler.

O

CHj
O

Sekil 2.4. Metilglioksalin molekiiler yapisi. MGO yapisinda hem aldehit hem de keton gruplari yer alir.

Dikarbonil stresi dikarbonillerin protein, niikleotit ve temel fosfolipidlerle reaksiyon
hizinin artmasina yol agar, bu durum dikarbonil glikasyonu olarak bilinir ve {iriin
olarak AGE agiga ¢ikar. Proteinlerle reaksiyon, arjinin birimlerini hedef alarak
dihidroimidazolon ve hidroimidazolon olusumuna yol acar. Bunlar arasinda MGO’dan
tireyen Metilglioksal kokenli Hidroimidazolon-1 (MG-H1) fizyolojik sistemlerde
fonksiyonel olarak 6nemli ve miktari en yiiksek olan hidroimidazolondur (Rabbani ve
Thornalley, 2015). Dikarbonil glikasyonu protein yapilarinda 6zellikle i¢ kisimlarda
meydana gelir ¢linkii arjininin lokasyon ihtimali en yiiksek olan yer, proteinlerin
fonksiyonel bolgeleridir. Dikarbonil modifikasyonu, yan zincir guanidino grubunun
yiikiinii kaybetmesine yol acar ve fonksiyonel olarak énemli pozisyonlardaki reaktif
arjinin birimleri glikasyona en hassas olanlardir. Proteinlerin dikarboniller tarafindan
glikasyonu %1-5 gibi diisiik diizeylerdedir fakat yaslanma ve hastalik durumunda bu
deger yiikselebilmektedir. Dikarbonil stresi ile glioksal ve MGO tarafindan
modifikasyona ugrayan proteinler yanlis katlanmig bir hale gelirler (mis-folded) ve
proteoliz i¢in proteozomlara yonlendirilirler. Hiicresel ve ekstraseliiler matriks (ESM)

proteinlerinin dikarbonil glikasyonu mitokondriyal protein disfonksiyonu ve artmis
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ROS, inflamatuvar protein ekspresyonu (RAGE, S100 proteinleri ve HMGB1),
mitokondriyal yolakla aktive olmus apoptozis, ESM’den hiicrelerin ayrilmasi ve
anoikis ile sonug¢lanir (Dobler ve ark., 2006; Chan ve ark., 2007; Morcos ve ark., 2008;
Yao ve Brownlee, 2009; Rabbani ve Thornalley, 2015). Dikarbonil modifikasyonuna
yatkin proteinler olarak ifade edilen dikarbonil proteomu, iizerinde g¢alisilan
konulardan birisidir ve insan endotel hiicresi sitozolik ekstraktlarinda yapilan bir pilot
calismada 1366 proteinin 344 tanesi kontrol seviyelerine gore 10 kat artmis MG-H1
seviyesine, kontrol orneklerinde de 1027 proteinin 12 tanesinde artmis MG-H1
seviyesine rastlanmistir (Rabbani ve Thornalley, 2014). Glioksal ve MGO’nun DNA
yapisinda modifikasyona yol agmasi ise niikleotit ileri glikasyon son iiriinlerinin
(niikleotit AGEs) olusumuna yol acar ki en 6nemlileri imidazopurinonlar GdG (3-(2'-
deoksiribozil)-6,7-dihidro-6,7-dihidroksiimidazo[2,3-b]piirin-9(8)one) ve MGdG (3-
(2'-deoksiribozil)-6,7-dihydro-6,7-dihidroksi-6/7-metilimidazo-[2,3-b]piirin-9(8)one)
yapilaridir. Bu yapilar DNA zincir kirilmasi (strand breaks) ve mutagenezle

iliskilidirler (Thornalley ve ark., 2010).

Metilglioksal hiicre membranin1 pasif difiizyonla unhidrate formda gecer. MGO
dehidratasyonu burada hiz kisitlayicidir ve yaklasik 4 dk’lik bir yarilanma zamanina
sahiptir (Rabbani ve Thornalley, 2014). Glioksalaz sistemi tarafindan MGO’nun D-
laktata donligiimii yaklasik 10 dk siirerken, MGO’nun plazmada proteinlere geri
doniisiimsiliz baglanmasi yaklasik 3,6 saat alir. Bu durum hiicrede olusan MGO’nun
bir kismmin digartya sizdigi, interstisyel siviya ve oradan da plazmaya gegtigi ve
sonrasinda yeniden interstisyel siviya ve diger dokularin hiicrelerine gegtigini
vurgulamaktadir. Ayrica ekstraseliller kompartimanda glikasyona ugramis
proteinlerin yikimindan olusan MGO, Glol tarafindan metabolize edilmek iizere
hiicrelere girebilir. Bu sebeple dikarbonil stresinin olustugu yer ve MGO birikimine
bagli iliskili patogenez, Glo1 ekspresyon ve aktivitesinin lokal olarak azalmasina kars1
hassas olabilecegi belirtilmektedir (Rabbani ve Thornalley, 2015). Dikarbonil stresin
oksidatif stresle iliskisi incelendiginde dikarbonil stresi oksidatif stresin hem sebebi
hem sonucu olabilmektedir. C. elegans’ta Glol overekspresyonu MG-H1 miktarimni
azaltarak ROS olusumunu azaltmig (Morcos ve ark., 2008), benzer sekilde yiliksek
glukoza maruz birakilan insan aorta endotel hiicrelerinde Glo1 overekspresyonu ROS
olusumunu azaltmistir (Yao ve Brownlee, 2009). Oksidatif stres trioz fosfatlarin

birikimine de yol agabilir ki bu durum MGO’nun non-oksidatif yilikselmesine yol
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acabilir (Hyslop ve ark., 1988). Hiicresel GSH miktarindaki azalma Glo1 aktivitesini
dolayistyla MGO’nun metabolizmasini1 azaltirken, hiicresel NADPH’in azalmasi
aldoketo rediiktazlarin aktivitesini azaltarak 3-DG metabolizmasini azaltir (Abordo ve
ark., 1999; Rabbani ve Thornalley, 2015). Fizyolojik sistemlerde ROS reaktivitesinin
substratlar1 ile arasindaki diflizyon mesafesine bagli oldugu (50 pm-1,5 mm), MGO’mn
difiizyon mesafesinin yaklagik 20-30 mm oldugu diisiiniildiigiinde MGO’nun ROS’a
kiyasla daha uzun etki mesafesi ve yar1 dmre sahip oldugu dolayisiyla proteinlerin
sensitif bolgelerine etki ederek protein inaktivasyon ve disfonksiyonuna daha fazla

katk1 yaptig1 diisiniilmektedir (Winterbourn, 2008; Rabbani ve Thornalley, 2015).

2.5. Renin-Anjiyotensin Sistemi ve Glioksalaz Sistemiyle iliskili Sinyal Yolaklari
Renin-anjiyotensin sistemi ile glioksalaz sistemi iliskisi kapsamindaki ¢alismalara
bakildiginda bu ¢aligmalarda hipergliseminin RAS aktivasyonu yapmasi, daha 6zelde
ise MGO’nun RAS ve bilesenleri lizerine etkisinin incelendigini gérmekteyiz. RAS
veya bilesenlerinin glioksalaz sistemi iizerine etkisi hakkinda ise daha az ¢alisma
oldugunu gormekteyiz. RAS aktivasyonu ve ileri glikasyon son firiinleri artiginin
diyabetik retinopatiye Onemli katkilar sundugu bilindiginden yapilan c¢alismalar
diyabetik retinopatiyle iliskilidir (Moravski ve ark., 2003; Miller ve ark., 2013). Kisaca
deginmek gerekirse kan basincini siki sekilde kontrol altinda tutmanin diyabetik
retinopatiyi geciktirdigi, retinada lokal bir RAS’1n mevcudiyeti, Ang II'nin diyabetik
retinopatiye katkis1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmis, bunun Gtesinde Ang II reseptor
blokdrleri (ARB’ler) veya anjiyotensin doniistliriicli enzim inhibitorleri (ACE
inhibitorleri) ile antihipertansif tedavinin bu ilaglarin antihipertansif etkisinden
bagimsiz olarak diyabetik retinopatide etkili oldugu ve RAS blokajinin retinoprotektif
oldugu gosterilmistir (Dosso ve ark., 2004; Tan ve ark., 2007; Choudhary ve ark.,
2016; Kanda ve Ishida, 2019). Bilindigi tizere farkli tiirlerde ilag siniflart
antihipertansif olarak kullanilmaktadirlar ki bunlar arasinda ARB’ler, ACE
inhibitorleri, B-blokorler ve kalsiyum kanal blokorleri vardir. Farkli gruplardaki bu
ilaclar kan basincinda hipotansif bir etki yapmasina karsin temel etki mekanizmalari
birbirinden farklidir. Ayni1 grupta yer alan iiyelerin de hipotansif etki disinda
birbirinden farkli, 6rnegin ARB’ler igerisinde telmisartanin PPAR-y (peroxisome
proliferator—activated receptor-y;) aktivitesini uyarmasi gibi beklenmedik etkileri
olabilmektedir (van Zwieten, 2006; Munger, 2011).
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Glioksalaz sistemi-RAS iliskisi kapsaminda yapilan ¢alismalardan énemli sonuglar
elde edilmistir. Bu calismalardan birinde fruktozla beslenen (MGO, fruktoz
metabolizmasinin hizlandig1 durumda da yiikselmektedir) Sprague Dawley siganlarda
anlamli diizeyde kan basinci ve RAS sistemi bilesenlerinin artis1 gozlenmistir.
Fruktozla beslenen siganlarda aortada ve/veya bobrekte MGO seviyesi, Ang II, ATIR,
adrenerjik aip reseptdr ve renin diizeyi artarken GSH diizeyleri diigmiistiir. Aortada
ERK1/2 fosforilasyonu, RAGE ve NF-kB seviyelerinin arttigi saptanmistir. Ayrica
MGO ile muamele edilen VDKH’nde protein seviyesinde Ang II, AT1R ve adrenerjik
aip reseptor artist bildirilmistir (Dhar ve ark., 2013). Ayni arastirma grubu bu
¢alismanin devaminda erkek Sprague Dawley siganlara mini pompa yardimiyla 4 hafta
devamli (continuous) MGO uygulamis ve sonug olarak kan basinci yani sira plazmada
aldosteron, renin, anjiyotensin ve katekolaminlerin arttig1 gozlenmistir. Ayrica aorta
ve/veya bobrekte MGO diizeyi, anjiyotensin, AT1R, adrenerjik a1p reseptor ve reninin
mRNA ve protein diizeyinde arttig1 da belirtilmistir. Kiiltiire edilmis primer olmayan
VDKH’nin yiiksek glukoz (25 mM) veya MGO ile muamelesinde hiicrese]l MGO
diizeyi yaninda NF-xB, anjiyotensin, ATIR ve aip reseptor diizeyinin mRNA ve
protein diizeyinde arttii, bu etkinin NF-kB inhibisyonu veya MGO siipiiriicii
(scavenger) alagebrium ile ortadan kalktig1 bildirilmistir. Ayrica RAGE mRNA’smin
susturulmast MGO uyarimli NF-«B artisin1 6nlemistir (Dhar ve ark., 2014).

RAS’1n glioksalaz sistemi iizerine etkisini inceleyen caligmalara baktigimizda (Ang
II’'nin AGE olusumuna sebep oldugu ve reseptor antagonistlerinin AGE olusumunu
engelledigi bilindigi igin) genel olarak Ang I ve ARB’lerin glioksalaz sistemine olan
etkisinin incelendigini gormekteyiz. Bunlardan biri olan randomize kontrollii bir
calismada ARB’lerden biri olan uzun siire irbesartan kullaniminin (1-2 yil) tip 2
diyabetli hipertansif hastalarda AGE’lerden olan N¢ (1-karboksimetil)lizin (CML) ve
N? (1-karboksietil)lizin (CEL) iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: bildirilmistir
(Schalkwijk ve ark., 2011). Bu ¢alismanin yayimlanmasinin kisa bir siire sonra yine
hipertansif diyabetik hastalarda yapilmis bir bagka randomize kontrollii ¢alismada
irbesartanin 2 aylik siiregte AGE iizerine etkisi incelenmistir. Irbesartan tedavisinin
sirastyla MGO ve glioksaldan kaynaklanan MG-H1 (metilglioksal hidroimidazolon-1)
ve G-H1’in (glioksal hidroimidazolon) iiriner ekskresyonunu %30-32 azalttig1,
plazmada ise glikasyon iiriinii N*-fruktozil-lizin, AGE’lerden olan CML ve CEL’i ve

pentozidini artirdid, ayrica oksidasyon belirte¢i olan N-formilkiniirenin ve ditirozini
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de artirdigi bildirilmistir. Arastirmacilar irbesartan tedavisi sonucunda MG-H1 ve G-
HT’in tiriner ekskresyonunun azalmasinin nedeninin AGE’ye daha az maruz kalmalari
ve irbesartan tedavisinin Ang II’nin yol agtig1 glioksalaz 1’in baskilanmasini 6nledigi
i¢in olmus olabilecegini belirtmislerdir (Rabbani ve ark., 2012). Bildigimiz kadariyla

Ang II ve glioksalaz iliskisini dogrudan inceleyen tek bir yayin mevcuttur.

Kiiltiire edilmis sigir (bovine) retinal endoteliyal hiicrelerinde (BREC: bovine retinal
endothelial cells) ve retinal perisitlerinde (BRP: bovine retinal pericytes) yapilmis bu
calismada hiicreler 100 nM Ang II veya candesartan (1 pmol/L) + Ang II ile muamele
edilmis ve bu hiicrelerde Ang II apoptozisi indiiklemis ve Glol mRNA ve aktivitesini
diisiirmiis, nitrik oksit (NO) miktarini artirmistir ki NO’nun BRP hiicrelerinde Glo1’in
negatif regiilatorii oldugu da belirtilmistir. Candesartan ise Ang II’'nin bu etkilerini
diizeltmis ve NO miktarin1 diigiirmiistiir. Ayrica bu ¢aligmada in vivo olarak artmis
RAS aktivasyonu sergileyen diyabetik Ren-2 siganlarda 20 hafta boyunca ayn1 etki
incelenmis ve sonuglar diyabetik Sprague Dawley sicanlarla mukayese edilmistir. /n
vitro sonuglara benzer ¢iktilar elde edilmis, diyabetik Ren-2 siganlarda retinal Glo1’in
azaldig1 gozlenmis, diyabetik Sprague Dawley si¢anlarda ise bu etki gozlenmemistir.
Candesartan, diyabetik Ren-2 si¢anlarda NO seviyelerini diistirmiis ve Glo1’deki
diistisii onlemistir (Miller ve ark., 2010).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Yiiriitiildiigii Birim ve Kullanilan Geregler

Deneyde kullanilan 250-350 g agirh@indaki erkek Wistar si¢anlar Akdeniz
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onay1 ile saglandi (23.05.2016 tarihli, 38 no’lu karar). Siganlardan
damar disseksiyonu Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde, primer hiicre
kiltlirii izolasyonu ve diger biitiin islemler Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Steril malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilizasyon Unitesi’nde

sterilize edildi.

Kullanilan Kimyasal, Sarf ve Demirbas Maddeler

Diistik ve yliksek glukozlu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) hiicre
medyumlari, Ang 1l, MGO, CaCl,, HEPES, elastaz, kollejenaz, soya tripsin inhibitorti,
sigir serum albumini (BSA), fetal bovin serumu (FBS), L-glutamin, penisilin-
streptomisin antibiyotigi (PSA), amfoterisin B, tripsin-EDTA, leupeptin, pepstatin A,
aprotinin, proteaz inhibitdr kokteyl (PIK), Tris Sigma-Aldrich’den (MO, USA); HBSS
Lonza’dan (Basel, Isvigre); SDS Amresco’dan (GA, A.B.D.) satm alind. Hiicre kiiltiir
petrileri, flasklar ve 15 mL’lik plastik tiipler ile benzeri sarf malzemeleri R&D Falcon
(MN, A.B.D.) ve Greiner’den (Kremsmiinster, Avusturya) temin edildi. Telmisartan
ve irbesartan Sigma-Aldrich’den (kat. no. sirastyla: T8949 ve 12286, MO, USA), JSH-
23 Cayman Chemical’dan (kat. no:15036, MI, A.B.D.) alindi. Fosfat tamponu tuzu
(PBS) Biomatik Corp.’dan (DE, A.B.D.), PD98059 (kat. no.:tlrl-pd98) ve SB203580
(kat. no.: tlrl-sb20) Invivogen’den (CA, A.B.D.) temin edildi. Fosfo-NF-«kB p65
(Ser536) kiti Cell Signaling Technology’den (kat. no: 7173C, MA, A.B.D.), MGO
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) kiti Cell Biolabs’dan (kat. no: STA-
811, CA, USA), glioksalaz 1 (Glo1) ELISA kiti LifeSpan BioSciences’dan (kat. no:
LS-F13293, WA, USA), Glol aktivite kiti Sigma-Aldrich’den (kat. no: MAK114,
MO, USA), NF-kB p65 kiti ve Nrf2 ELISA kiti Elabscience’dan (kat. no. sirasiyla: E-
EL-R0674 ve E-EL-R1052, Hubei, China) ve florimetrik glutatyon olgiim Kkiti
BioVision’dan (kat. no. K264-100, CA, A.B.D.) satin alindi. Protein 6l¢imii igin
kullanilan kit Thermo Fisher’dan (Kat. no: 23225, MA, A.B.D.) satin alindu.

Tez ¢alismasi esnasinda kullanilan cihazlar ise sunlardir: Buzdolabi: Beko 9610NM,
Vestel NT 465 HG (4 ve -20 °C); Sogutucu: Bosch (-20 °C); Dondurucu: Hettich HS
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2486 (-80 °C); Sicak su banyosu: Raypa (20-80 °C); Santrifiij: Beckman&Coulter
Microfuge 22R (sogutmali); Santrifiij: Niive NF400; Inkiibator: Heraeus HeraCell 150
(Karbondioksit, 37 °C); Kiiltiir kabini: Esco Class II BSC; Mikroskop: Olympus
CKX41 (Inverted); Sonikatér: Bendelin UW2070; Karistirici: LabLine Thermal
Rocker (Kapakli, 37 °C); Biometra WT17; Heidolph MR Hei-Standart Q-02
(Manyetik); Thermoblock: Biometra TB1; Hassas terazi: Presica XB220A; Kaba
terazi: Kern 440-43N; pH metre: Hanna pH211; Spektrofotometrik plate okuyucu:
BioTek pQuant; florimetrik plate okuyucu: Biotek SynergyMx.

3.2. Tezde Kullanilan Deney Modeli

Hiicrelerin elde edilmesi amaciyla 250-350 gram agirliktaki erkek ve Wistar
cinsindeki siganlardan torasik aorta alinmistir. Aortadan izole edilen primer vaskiiler
diiz kas hiicreleri deneylerde kullanilmis olup islemler steril hiicre kiiltiiri

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu

Izolasyon islemi Ives ve ark. tarafindan 1978 de tavsan aortasinda uygulanan metodun
degistirilmis haline dayanmaktadir. Modifiye yontem Gunter ve ark. tarafindan sigan
mezenterik arterinde basariyla uygulanmistir (Ives ve ark., 1978; Gunther ve ark.,
1982). Biitiin islem aseptik kosullar altinda gerceklestirildi. izolasyondan bir giin &nce
gerekli olan biitlin ¢ozeltiler taze olarak hazirlandi, mikro cerrahi set ve diger gerekli
malzemenin sterilligi saglandi. Siganlar tartilip agirliklar1 not edildikten sonra eter
anestezisi altinda torasik aortalart alindi. Almnan torasik aortalar derhal buz
soguklugundaki transfer medyumu igerisine aktarildi. Damar i¢ ¢eperi birkac kez
transfer medyumu ve enjektor yardimi ile yikanarak kandan arindirildi ve daha sonra
parafin blok iizerine ince uglu enjektdr ignesi yardimiyla sabitlendi. islem buz iizerinde
ve buz soguklugundaki transfer medyumu igerisinde disseksiyon mikroskobu altinda
gerceklestirildi. Blok iizerindeki damar ince doku makasi ve pens yardimiyla
boylamsal olarak kesildi ve dikdortgen bir plaka gibi dort ucundan parafin bloga
tutturuldu. Damarin dis kismindaki yag ve kilcal damar yapilar1 temizlendikten sonra
adventisya tabakasi bisturi ile kazindi. Daha sonra damar tabakasi dondiiriilerek
endotel tabakas iiste getirildi ve steril bir kulak ¢opii ile hassas bir sekilde kazinarak

endotel tabakas1 da uzaklastirildi. Daha sonra kalan yap1 transfer medyumu ile birkag
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kez yikandiktan sonra buz icerisinde, buz soguklugunda transfer medyumu igerisinde

hiicre kiiltiiri odasina tagindi.

Primer Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

Hiicre kiiltiiri ortamina tasinan ve damarin media tabakasini igeren aorta pargasi
oncelikle transfer medyumundan uzaklastirildi. Daha sonra kiigiikk bir petri igine
almarak iki adet bistiirii ile kiiciik pargalara ayirilarak dokunun yiizey alami
olabildigince artir1ldi. Sonrasinda 6nceden hazirlanan ve 37 °C’deki enzimatik ayrisma
cozeltisi (EAC) ile inkiibe edildi. Boylelikle yiizey alan1 artirilmis media tabakasi EAC
ile daha fazla temas ederek hiicre izolasyon oraninin artirilmasi amaclandi. Petrinin
etrafi parafilm ile sarilarak 37 °C’deki ¢alkalayicida 45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda petrideki damar parcalar1 ve EAC ¢elik kaniilden (14G) gegirilerek
mekanik ayrismaya maruz birakildi. Sonraki basamakta ortamdaki enzim
konsantrasyonunu diistirmek icin EAC miktarinin iki kat1 kadar hiicre medyumu
eklendi ve steril plastik tlip igerisinde 1400 rpm’de 5 dk santriflij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatan hiicre medyumu ile diliie edilerek 12,5 cm?’lik flaska ekildi.
Pellet ise hiicre medyumuyle resiispanse edildi ve ayn1 sekilde 12,5 cm?’lik flasklara
ekildi. Hiicrelerin inkiibasyonu 37 °C’deki %5 CO2 - %95 hava igeren etiivde
(inkiibatorde) gerceklestirildi. Ekimden sonraki ilk 24 saat flasklara dokunulmazken
sonraki giinlerde rutin olarak incelenen flasklarda kontaminasyon ve tutunan ya da
mikroskop altinda gozlemlenebilen hiicre olup olmadigi invert mikroskop altinda
incelendi. Hiicrelerin mikroskop altinda gozlemlendigi ilk giin flask birka¢ kez
medyum ile yikand1 ve taze medyum eklenerek etiive birakildi. Flask yiizeyi tamamen
hiicre ile doldugunda (yani konfliie oldugunda) pasajlama islemi yapildi ve hiicreler
once 25 cm?’lik flasklara daha sonrasinda ise 75 cm?’lik flasklara pasajlandi. Ele gecen
hiicrelerin bir kismi flaska ekilerek kusak devami saglanirken diger kismi ise uygun

biiyiikliikteki petrilere ekildi ve deneye alindu.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama islemi (tripsinizasyon) yapilirken oncelikli olarak hiicre medyumu
tamamen uzaklastirildi. Sonra 37 °C’deki Ca®* ve Mg?* igermeyen HBSS soliisyonu ile
bir kez yikandiktan sonra tripsin-EDTA ile muamele edildi. Bir miiddet etiivde
bekletildikten sonra ylizeye yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in flaska sagdan soldan ve

istten hafifce vurarak mekanik olarak da hiicrelerin yilizeyden ve birbirlerinden
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ayrilmalari saglandi. Ortamdaki tripsin konsantrasyonunu diisiirmek amaciyla DMEM
eklendi. Mikroskop altinda kontrol edilerek ayrilmalar1 gézlendikten sonra plastik tiipe
alinarak 1400 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatan dekante edildikten sonra pellet
hiicre medyumuyla reslispanse edildi ve yeni flasklara ya da petrilere aktarilarak

pasajlandi.

Kullanilan Cozeltiler

a) Transfer medyumu: Ca?* ve Mg?* igermeyen HBSS soliisyonu 200 pM (0,2
mM) Ca?" ve %2 PSA (v/v) icerecek sekilde hazirland.

b) EAC: Ca?* ve Mg?* igermeyen steril HBSS soliisyonu 15 mM HEPES, 2
mg/mL BSA, 200 uM Ca?*, 250 pg/mL soya tripsin inhibitérii, 62,5 pg/mL
elastaz ve 500 ug/mL kollejenaz tip I-A konsantrasyonuna sahip olacak sekilde
hazirlandi. Steril filtreden gecirmek suretiyle steril hale getirildi. Izolasyon
isleminden bir giin dnce hazirlandigr igin ertesi giine kadar 4 °C’de muhafaza
edildi.

€) Hiicre medyumu: Ticari olarak satin alinan steril DMEM kullanildi. Medyuma
HEPES (25 mM), FBS (%10 v/v) ve PSA (%1 v/v) eklendi. HEPES oncelikle
bir miktar DMEM ile ¢oziiliip daha sonra steril hale getirildi. L-glutamin
icermeyen DMEM’e ek olarak 4 mM L-glutamin HEPES’le ayn1 isleme tabi
tutularak medyuma ilave edildi.

d) HBSS: Ca?* ve Mg?" igermeyen ve ticari olarak satilan steril HBSS soliisyonu
kullanildi.

e) Tripsin-EDTA soliisyonu: Ticari olarak satilan %0,05 (w/v) Tripsin ve %0,02
(w/v) EDTA igeren steril soliisyon kullanildi.

f) PSA: Ticari olarak satilan 100 mL’de 10.000 U penisilin ve 10 mg streptomisin

iceren antibiyotik ¢ozelti kullanildi.

Hiicrelerin Deneye Alinmasi ve Lizat Hazirlama islemi

Calismamizda 3-7 kusak sayisindaki hiicreler kullanildi. Tripsinize edilen hiicreler
yapacagimiz deneye uygun biiyiikliikteki petrilere ekildikten sonra rutin besleme,
kontrol ve medyum degistirme islemleri yapildi. %80 dolulukta olan petriler serum
icermeyen medyumla bir kez yikandiktan sonra yine serum icermeyen medyumla 24
saat inkiibe edildi. 24 saat sonra mevcut medyum taze ve yine serum igermeyen
medyumla degistirildikten sonra hiicrelere gerekli uygulamalar yapildi. Gerekli

inkiibasyonlardan sonra hiicre medyumu hizli bir sekilde uzaklastirildi, buz
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soguklugunda 1X PBS ile hizlica iki kez yikanan hiicreler, hemen buz iizerine alinarak

soguk lizis tamponu eklendi. Sonrasinda hiicreler tutunduklar yiizeyden kazinarak

ependorf tiiplere toplandi. Buz i¢erisinde muhafaza edilen hiicre lizatlar1 soguk zincir

igerisinde tutuldu ve yine buz igerisinde olacak sekilde sonikasyona ugratildi. Son

olarak 4 °C’de santrifiij edilerek siipernatanlar dikkatli bir sekilde yeni ependorf

tiiplere aktarilarak hiicre debrisi uzaklastirilmis oldu. Protein Olgiimii yapilarak

lizatlardaki konsantrasyon belirlendi.

Kullanilan Cozeltiler, Uyaranlar ve Inhibitérler

a)

b)

f)

PBS c¢ozeltisi: Ticari olarak kullanima hazir suda ¢oziiniir tablet formdaki
fosfat tamponu kullanildi. Bu amagla her 100 mL fosfat tamponu i¢in bir tablet
distile suda ¢6ziildli. Hazirlanan ¢6zelti herhangi bir pH ayarlamasina ihtiyag
duymadi.

Lizis tamponu: Distile su ile hazirlanan ¢ozelti 0,1 M sodyum floriir (NaF),
0,05 M HEPES, 0,15 M sodyum kloriir (NaCl), 1 mM magnezyum kloriir
(MgClz), 1 mM EGTA, 1ImM PMSF, 1 mM sodyum vanadat (NazVOs), 10
mM sodyum pirofosfat (Na2P2O7), 10 mg/L leupeptin ve aprotinin, 1 mg/L
pepstatin A, %1 gliserol (v/v) ve %1,2 Triton-X 100 (v/v) igerir. Ayrica bu
hazirlanan stok ¢ozelti kullanim 6ncesi ticari olarak satilan proteaz inhibitor
kokteyli (1:100) ve fosfataz inhibitor kokteyli (1:10) ile desteklendi.

Ang Il: Stok olarak distile suyla 10* M olarak hazirlamp —20 °C’de
alikotlanmig olarak saklandi.

MGO: Stok ¢ozelti 6,5 M’dir ve 2-8 °C’de muhafaza edildi.

Telmisartan, Irbesartan ve SB203580: Coziicii olarak DMSO kullanilarak 5
mM stok ¢ozelti hazirlandi ve literatiir bilgisine dayali olarak hiicre kiiltiirii
ortaminda 10 uM derisimde uygulandi (Ushio-Fukai ve ark., 1998; Min ve ark.,
2002; Miyake ve ark., 2007; Song ve ark., 2013; Myojo ve ark., 2014).
PD98059 ve JSH-23: Coziicli olarak DMSO kullanilarak 10 mM stok ¢ozelti
hazirland1 ve literatiir bilgisine dayali olarak hiicre kiiltiiri ortaminda 20 uM
derisimde uygulandi (Shin ve ark., 2004; Wang ve ark., 2007; Arias-Salvatierra
ve ark., 2011; Song ve ark., 2013; Xie ve ark., 2019).

3.3. Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

Elde edilen hiicre lizatlarinda protein konsantrasyonu ticari olarak satilan ve mikro

bisinkoninik asit ya da kisaca mikro BCA diye bilinen kit yardimiyla 6l¢iildii.
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Mikro BCA deney kitinin prensibi

Olgiim kiti bisinkoninik asit igeren bir formiile sahip olup bu kitle total protein
konsantrasyonu kolorimetrik olarak saptanir. Yontemin ¢aligma prensibi Sekil 3.1.°de
Ozetlenmistir. Bu prensibe gore oOrnekteki proteinlerin peptit baglar1 hidroksil
iyonlarinin olusturdugu alkali ortamda Cu?* iyonlarmi Cu® iyonlarma indirger.
Sonrasinda bir molekiil Cu* iyonu 2 molekiil BCA ile reaksiyona girerek mor renkli
ve suda ¢oziinen Cu™-BCA kompleksi olusturur. Olusan kompleks 562 nm’de giiclii
bir absorbans vererek spektroskopik olarak konsantrasyon Ol¢iimiine imkan tanir
(Smith ve ark., 1985). Absorbansin siddeti ornekteki protein miktariyla dogru
orantilidir. Proteinin makromolekiiler yapisi, peptid baglarinin sayisi ve fonksiyonel
grup olarak sistein, sistin, triptofan ve tirozin amino asitlerinin varligi bu yontemde

renk olusumundan sorumlu yapilardir.

1. Basamak

Protein + Cu-’L—-— Cu*’

2. Basamak

O O ov
Cu''+ 2BCA —=
QO iQ-oe
Nao,c _ co,na Cu 1+
Y. }“ Complox

BCAM.A. : 388,27

Sekil 3.1. Mikro BCA ydnteminin prensibi. Proteinler alkali ortamda Cu*? iyonlarmi Cu*! iyonuna
indirger. Daha sonra BCA Cu*! ile reaksiyona girerek maksimum absorbans dalga boyu 562 nm olan
mor renkli bilesik olusturur.

Mikro BCA Yontemiyle Numunelerin Protein Miktarinin Olgiilmesi

Kit prosediiriinde belirtildigi lizere, kit iceriginde bulunan BSA ile standartlar ve mikro
BCA MA isimli reaktif, MB isimli reaktif ve MC isimli reaktif ile kit ¢alisma reaktifi
hazirlandi. Belirlenen hacimde ¢alisma reaktifi hazirlamak igin 25 birim MA reaktifi
ve 24 birim MB reaktifi ve 1 birim MC reaktifi karistirildi (25:24:1, reaktif
MA:MB:MC, v/v). Her ol¢iimde gerektigi kadar calisma reaktifi taze olarak

hazirlandi. Numuneler distile suyla diliie edildikten sonra, kiti iireten firmanin 6nerdigi

28



sekilde, mikro plate dl¢lim prosediiriine uygun olarak numunelerdeki protein miktari

tayini i¢in asagidaki basamaklar takip edilerek 6l¢iim yapildi:

Belirlenen mikro plate kuyucuklarina, 150 uL hacimde standartlar, numuneler
ve kor (kor olarak c¢aligma reaktifi kullanildi) pipetlendi. Standartlarin ve

numunelerin her biri ¢ift ¢alisildi.

Kuyucuklarin her birine 150 pL hacminde daha once hazirlanan g¢alisma
reaktifi pipetlendi ve 30 saniye nazik¢e Ornek ve standartlarla reaktifin

karigmasi saglandi.

Mikro plate lizeri plastik seritle kaplanarak 2 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonunda mikro plate oda sicakligina getirildi ve plate okuyucu
ozelligi olan spektrofotometrede, Orneklerin ve standartlarin 562 nm’de

absorbanslar1 okundu.

Numunedeki protein miktarini hesaplamak i¢in kullanilacak standart egrisini
elde etmek icin, okunan BSA standart absorbans degerlerinden, okunan kor
absorbans degeri ¢ikarilarak kore-gore standart absorbans degerleri hesaplandi.
Bundan sonra, Sekil 3.2.’de gosterildigi bi¢imde standart derisimine (ng/mL)
kars1 absorbans degerlerinin grafigi elde edildi. Yine okunan numune
absorbans degerlerinden okunan kor absorbans degeri ¢ikarilarak numune
gercek absorbans degerleri hesaplandiktan sonra elde edilen standart grafigi
kullanilarak numunelerdeki protein derisimleri (ug/mL) hesaplandi. Bulunan

sonug diliisyon faktorii ile ¢arpilarak gercek degerler elde edildi.
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Sekil 3.2. BSA standart grafigi.

3.4. NF-kB p65 Serin 536 Fosforilasyon Diizeyinin ELISA Yéntemiyle Ol¢iimii
Fosfo-NF-kB p65 (Ser536) ELISA Kitinin Prensibi

Ang I’'nin NF-kB p65 alt iinitesinde 536 no’lu pozisyondaki serin amino asidini
(S536) fosforile ettigi bilindigi i¢in bu fosforilasyon noktasi secildi. NF-kB p65 alt
tinitesine S536 fosforilasyonunu tespit etmek amaciyla sandvi¢ ELISA kiti kullanilda.
Kit kullanim talimatina uygun olarak Ol¢iimler yapildi. Kitin ¢alisma prensibinde
kuyucuklarin, fosfo-NF-xB p65 iinitesini taniyan bir fare monoklonal antikor (MAb)
ile kaplanmas1 ve kuyucuklara eklenen hiicre lizatinin inkiibasyonu esnasinda bu
antikorun fosfo-NF-kB p65 molekiillerini baglamasini igerir. Yikama iglemlerinden
sonra ortama NF-«xB p65 tavsan MAb (deteksiyon antikoru) eklenir ve bu sayede daha
onceden kuyucuktaki antikor tarafindan baglanmis olan fosfo-NF-kB p65 proteinleri
belirlenir. Sonrasinda kuyucuklara yabanturpu peroksidazi (HRP)-bagli antikor (anti-
tavsan IgQG) eklenir ve bu antikor deteksiyon antikoruna baglanir. HRP substrati olan
TMB’nin ortama ilavesiyle renk olusumu gozlenir. Renk olusumuna ait optik

dansitenin (absorbansin) biiyiikliigii fosfo-NF-xB p65 S536 miktari ile orantilidir.

Reaktiflerin hazirlanmasi

Deteksiyon antikoru: Kit igeriginde bulunan liyofilize toz halindeki deteksiyon
antikoruna, 1 mL deteksiyon antikor diliienti eklendi, yavasca karistirildi ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek konsantre stok soliisyon hazirlandi. Final ¢alisma

¢ozeltisi icin, hazirlanan 1 mL’lik stok soliisyona temiz bir tiip igerisinde 10 mL
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deteksiyon antikor diliienti eklendi ve yavasca karistirildi. Kullanilmamis c¢alisma

soliisyonu 4 °C’de 4 hafta saklanabilecegi kit prospektiisiinde ifade edilmistir.

HRP-bagh antikor: Deteksiyon antikoruna benzer sekilde hazirlandi. 1 mL HRP

diltienti liyofilize toz formdaki HRP-bagli antikora eklendi, yavasca karistirildi ve oda

sicakliginda 5 dk inkiibe edilerek konsantre stok soliisyon elde edildi. Final ¢calisma

¢ozeltisi i¢in, hazirlanan 1 mL’lik stok soliisyona temiz bir tiip i¢erisinde 10 mL HRP-

bagli antikor diliienti eklendi ve yavasca karistirildi. Kullanilmamis ¢alisma soliisyonu

4 °C’de 4 hafta saklanabilecegi kit prospektiisiinde ifade edilmistir.

1X yikama tamponu: Distile su ile 20X olan yikama tamponu 20 kat seyreltildi.

Hiicre lizatlarinin hazirlanmasi (adherent hiicre protokolii)

1.

Hiicreler %80-90 konfliient olunca hiicre medyumu uzaklastirildi. Bir kez 2-3
mL serumsuz medyum (SM) ile yikanan hiicrelere SM eklenerek gece boyu
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin taze SM eklenerek hiicrelere yapilacak olan
uygulamalar gergeklestirildi ve inkiibasyon siiresinin bitmesi beklendi. Bu siire
sonunda hiicre medyumu uzaklastirildi, bir kez buz soguklugunda PBS ile
yikandiktan sonra hiicrelerin iizerine (10 cm ¢apli petriler i¢in) 0,5 mL hiicre
lizis tamponu eklendi. Buz lizerinde 5 dk inkiibe edildi.

Buz iizerindeki hiicreler kazindi ve hiicre lizat1 uygun bir tiipe aktarildi.

Hiicre lizat1 sonike edildi.

Tiipler 4 °C’de 10 dk boyunca 14.000 rpm’de santrifiijlendi ve sonra
siipernatan yeni bir tiipe alindi. Elde edilen siipernatan hiicre lizat1 olarak

kullanildi ve -80 °C’de muhafaza edildi.

Olciim prosediirii

1.
2.

Caligmaya gecmeden dnce kuyucuklarin oda sicakligina ulagmalar1 beklendi.
Hiicre lizatlar1 Oncelikle deneme yapilarak optimum ornek diliisyonu
belirlendi.

100 pl seyreltilmis veya seyreltilmemis hiicre lizat1 kenarlarina degdirilmeden
kuyucuga pipetlendi. Kuyucuklar film ile kaplanip kenarlarina bastirildi ve 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi.

Film yavasca kaldirild1 ve kuyular yikandi.

a. Kuyucuk igerisindeki siv1 atik kabina dokiildii.
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b. Her defasinda 200 pl yikama tamponu eklenerek 4 kez 1X yikama
tamponuyla yikandi.
c. Her yikamada temiz havlu kagitlara plaka (plate) ters cevrilip hafifce
vurularak kuyucuktaki sivi tamamen uzaklastirildi.
5. Her kuyucuga deteksiyon antikoru c¢alisma ¢ozeltisinden 100 pl eklendi.
Kuyucuklar filmle kaplandi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
6. Dordiincii basamaktaki yikama islemi tekrarlandi.
7. Her kuyucuga HRP-konjuge sekonder antikor calisma ¢ozeltisinden 100 pl
eklendi, kuyucuklar tekrar filmle kaplanarak 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.
8. Yikama prosediirii tekrarlandi.
9. Her kuyucuga 100 ul TMB substrati eklendi. Filmle kapatilan kuyucuklar 37
°C’de 10 dk inkiibe edildi.
10. Her kuyucuga 100 pl Stop soliisyonu eklendi ve yavasca birka¢ sn ¢alkalandi
(bu agamada pozitif reaksiyon veren kuyucuklardaki mavi renk sartya dondii).
11. Dalga boyu daha oOnceden 450 nm’ye ayarlanip hazir hale getirilmis

spektrofotometrede hizli bir sekilde absorbanslar 6l¢iildii.

3.5. Metilglioksal Diizeyinin Yarismah (Competitive) ELISA Yontemiyle Ol¢iimii
Oxiselect™ Metilglioksal ELISA Kitinin Calisma Prensibi

Oxiselect™ Metilglioksal ELISA kiti, MG-H1 protein bilesenlerinin kantitasyonu ve
hizli sekilde tespiti igin gelistirilmis enzim immiinoassay temelli bir kittir. Protein
orneklerindeki metilglioksal bilesenlerinin miktar1 bilinen MG-BSA standart grafigi
ile absorbansinin karsilastirilmasi ile belirlenir. Ilk olarak ELISA plate MG konjugat:
ile kaplanir. Daha sonra kaplanan plate kuyucuklarina MG-BSA standardi veya
numuneler eklenir. Kisa bir inkiibasyon sonrasinda anti-MG antikoru eklenir ve daha
sonra HRP-konjuge sekonder antikor ilave edilir. Numunelerdeki MG igerigi daha

once Olgiilen MG-BSA standart grafigi yardimu ile belirlenir.

Reaktiflerin hazirlanmasi

Plate’in MG Konjugati ile Kaplanmasi

[lk olarak kullanimdan hemen énce 100X Konjugat Diliienti 1X PBS ile seyreltilerek
1X konjugat diliienti hazirlandi. Yine kullanirmdan hemen 6nce 1 mg/mL MG
konjugati 1X Konjugat Diliienti kullanilarak 2 basamak halinde seyreltilerek 500
ng/mL MG konjugati hazirlandi. Olgiim yapilacak kuyucuklarin her birine 100 uL 500
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ng/mL MG konjugatindan eklenir ve gece boyu 4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda MG konjugat soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirildi ve 2 kez 1X PBS ile
yikandi. Kuyucuklarda kalan sivi kagit havlu yardimiyla uzaklastirildi. Kuyucuklara
200 uL assay diliient eklenir ve oda sicakliginda 1 saat bloklama yapildi. Daha sonra
kuyucuklar 4 °C’ye transfer edildi ve kullanimdan hemen once assay dillient
uzaklagtirlldi. MG konjugati ile kaplanmis kuyucuklar stabil degildir ve plate
kaplandiktan 24 saat i¢cinde kullanildi. Bu sebeple toplam 6l¢iim sayis1 kadar kuyucuk

hazirlandi.

1X yikama tamponu: Deiyonize su ile 10X konsantre olan yikama tamponu 10 kat

seyreltilerek 1X yikama tamponu elde edildi.

Anti-MG antikoru ve sekonder antikor: Kullanimdan hemen &nce anti-MG antikoru
ve sekonder antikor assay diliienti ile 1:1000 oraninda seyreltildi. Seyreltilen ¢ozeltiler

depolanmadi.

Standartlarin hazirlanmasi: 1 mg/mL MG-BSA assay diliienti ile seyreltilerek 0-25
ug/mL araliginda MG-BSA diliisyon serisi hazirlandi. Ornek Tablo 3.1. asagida

verilmistir.

Tablo 3.1. MG- BSA standart hazirlama tablosu.

Standart Tiipleri 1 mg/mL MG- Assay Diliienti MG-BSA
BSA standardi (nL) (ng/mL)
(nL)
1 10 390 25
2 200 pL tiip 1’den 200 12,5
3 200 pL tiip 2’den 200 6,25
4 200 pL tiip 3’den 200 3,13
5 200 pL tiip 4’den 200 1,56
6 200 pL tiip 5’den 200 0,78
7 200 pL tiip 6°den 200 0,39
8 200 pL tiip 7°den 200 0,20
9 0 200 0
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Olciim protokolii

1.

Kullanimdan once biitiin reaktifler uygun sekilde hazirland1 ve karistirildi.
Standartlar ve numuneler dublike sekilde ¢alisildi.

MG konjugati ile kaplanan plate kuyucuklarina 50 puL bilinmeyen 6rnek veya
MG-BSA standardi eklendi. Eger gerekliyse bilinmeyen 6rnekler kuyucuklara
eklenmeden o6nce %0,1 BSA iceren 1X PBS ile seyreltildi. Calkalayici
tizerinde oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL dilie edilmis anti-MG antikoru eklendi ve oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar 3 kez 250 pL 1X yikama tamponu ile yikandi. Son yikamadan
sonra kuyucuklardaki tampon uzaklastirildi ve kalan siv1 artiklar1 kagit havluya
emdirilip uzaklastirildi.

Biitliin kuyucuklara 100 pL diliie sekonder antikor-HRP konjugati eklendi ve
oda sicakliginda 1 saat calkalayicida inkiibe edildi. Siire sonunda 4.
basamaktaki yikama islemi 5 kez tekrarlandu.

Substrat soliisyonu oda sicakligina getirildi. Her bir kuyucuga 100 pL substrat
soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 2-20 dk inkiibe edildi. Bu esnada renk
gelisimi izlendi. Hizli bir sekilde renk gelisimi olursa reaksiyon daha erken
sonlandirildi.

Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her bir kuyucuga 100 pL Stop soliisyon
eklenerek okumaya gegildi.

Absorbanslar bir mikroplate okuyucuda 450 nm’de 6lgiildii.

2.51

Absorbans (450 nm)

15

MG-BSA (pg/mL)

Sekil 3.3. MG-BSA standart grafigi.
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3.6. Glioksalaz 1 Enzim Diizeyinin ELISA Yéntemiyle Ol¢iimii

Glioksalaz 1 Enzim Diizeyi Ol¢iim Kiti Prensibi

Bu kit sandvi¢ ELISA prensibine dayanan bir kit olup i¢eriginde saglanan kuyucuklar
hedef proteine (antijen) yonelik antikorlar ile kaplanmistir. Standart ya da 6rnekler
kuyucuklara eklenir, hedef protein (antijen) kuyucuklara bagli bulunan antikora
baglanir. Baglanmayan standart veya Ornek yikamayla uzaklastirilir. Daha sonra
biyotin konjuge deteksiyon antikoru eklenir ve o da gidip bagl olan antijene baglanir.
Baglanmayan deteksiyon antikoru yikamayla uzaklagtirilir. Biyotine baglanmasi igin
ortama avidin- HRP konjugati ortama ilave edilir. Baglanmayan avidin-HRP konjugati
yikamayla uzaklastirilir. Daha sonra ortama TMB substrati eklenir ki bu substrat HRP
enzimi ile reaksiyona girerek renk olusumu ile sonuclanir. Reaksiyonu sonlandirmak
icin siilfiirik asit igeren bir stop soliisyon ortama ilave edilir ve optik dansite 450 nm’de
okunur. Bilinmeyen 6rnege ait optik dansite degeri standart grafigi ile kiyaslanarak

antijen konsantrasyonu belirlenir.

Numunelerin elde edilmesi (Hiicre Lizati)

Hiicreleri toplayip santrifiij ile pellet elde edildi ve siipernatan uzaklastirildi. Hiicreler
daha sonra 3 kez PBS ile yikandi ve yine PBS ile resiispanse edildi. 4 kez
ultrasonikasyon uygulanan hiicreler pargalandi. 1500 g’de 10 dk 4 °C’de santrifiij
edilerek hiicresel debris uzaklastirildi. Ele gecen siipernatanlar numune olarak

Olgtimlerde kullanildi.

Standartlarin hazirlanmasi

Hedef antijen konsantrasyonunu belirlemek i¢in standart grafigi olusturmak amaciyla
standart ¢ozeltiler hazirlandi. Standart stok soliisyonu 10 ng/mL konsantrasyonda
hazirlandi. Bu amagla 1 tiip liyofilize standart 1 mL 6rnek diliienti le ¢oziildii. 10 dk
oda sicakliginda yavas bir sekilde karismasi saglanarak ve kopiik olusumundan
kaginilarak inkiibe edildi. Standartlarin hazirlanmasina ait Tablo 3.2. asagida

sunulmustur.
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Tablo 3.2. Glioksalaz 1 6l¢iimii i¢in standart hazirlama tablosu.

Standart Tiipleri | 10 ng/mL stok Ornek Diliienti Standartin
standart (nL) konsantrasyonu
soliisyonu (uL) (ng/mL)
D1 500 puL 0 10 ng/mL
D2 D1 tiiptinden 250 250 uL 5 ng/mL
uL
D3 D2 tiiptinden 250 250 uL 2,5 ng/mL
uL
D4 D3 tiiptinden 250 250 uL 1,25 ng/mL
pL
D5 D4 tiiptinden 250 250 uL 0,625 ng/mL
pL
D6 D5 tiiptinden 250 250 uL 0,313 ng/mL
pL
D7 D6 tiipiinden 250 250 uL 0,157 ng/mL
pL

Reaktiflerin hazirlanmasi

Kullanimdan 6nce biitiin reaktifler oda sicakligina getirildi.

Deteksiyon reaktifi A ve B: Deteksiyon reaktifi A ve B stok ¢ozeltileri galisilacak

kuyucuk sayisina gore seyreltilerek yeterli hacimde Deteksiyon reaktifi A ve B ¢alisma

soliisyonu hazirlandi. Deteksiyon reaktifi A ve B 1:100 oraninda sirasiyla assay diliient

A ve B kullanilarak seyreltildi.

1X yikama tamponu: 25X yikama tamponu stok ¢ozeltisi distile su yardimiyla 1:25

oraninda seyreltilerek kullanildi.

Olciim prosediirii

1. Her kuyucuga 100 pL standart, kor veya 6rnek eklendi, film ile kapatildi ve 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi.

2. Kuyucuklardaki siv1 aspire edildi, yitkama yapilmadi.

3. Her kuyucuga 100 pL deteksiyon reaktifi A ¢alisma soliisyonu eklendi, film

ile kapatildi ve yavasca karigtirildi. 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
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4. Kuyucuklardaki sivi aspire edildi ve 3 kez yikand1. Yikama i¢in her kuyucuga
yaklasik 350 uL 1X yikama tamponu eklendi, 1-2 dk beklendi ve aspire edildi.
Son yikamadan sonra kalan s1vi kagit havluya emdirilip uzaklastirildi.

5. Her kuyucuga 100 pL deteksiyon reaktifi B ¢alisma soliisyonu eklendi, film ile
kapatildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

6. Kuyucuklardaki sivi aspire edildi ve 4. basamaktaki yikama islemi 5 kez
tekrarlandi.

7. Her kuyucuga 90 uLL. TMB substrat1 ilave edildi, yeni bir film ile kapatildi ve
37 °C’de 15-30 dk inkiibe edildi. Isiktan korunan plate de renk geligsimi izlendi.

8. Her kuyucuga 50 pL stop soliisyon eklendi, bu anda mavi olan renk aninda
sartya dondii.

9. En kisa siirede 450 nm’de optik dansiteler okundu.
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Sekil 3.4. Glioksalaz 1 standart grafigi.

3.7. Glioksalaz 1 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glo1 Aktivite Ol¢iim Kitinin Prensibi

Glioksalaz 1 enzimi bir laktoilglutatyon liyaz olup ayni zamanda metilglioksalaz,
aldoketomutaz veya (R)-S-laktoilglutatyon metilglioksal-liyaz adlariyla da bilinir.
Enzim glutatyonil gruplar1 ve aldehitler arasindaki spontan reaksiyonlarla olusan
hemitiyoasetal ~birimlerinin izomerizasyonunu katalizler. Glo1’in fizyolojik
fonksiyonu reaktif bir 2-oksoaldehit olan metilglioksalin detoksifikasyonudur. Glol
aktivite kiti enzim preparati veya biyolojik drnek gibi pek ¢ok numunede Glol

aktivitesinin basit ve dogrudan dl¢iimiine dayanir. Kit prensip olarak Glol aracili S-
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laktoilglutatyon olusumunu ve 240 nm’deki absorbans degisimini 6lgmeyi temel alir.

Bir tinite Glioksalaz 1 bir dakikada pH 6,6’da ve 25 °C’de metilglioksal ve rediikte

glutatyondan 1 umol S-laktoilglutatyon olusturan enzim miktar1 olarak tanimlanir.

Protein Iceren Ornekler i¢in Ol¢iim Prosediirii

1.

Bir numune i¢in iki adet mikro santrifiyj tiipti (1,5 mL’lik) alind1 ve her birine
40 pL 6rnek eklendi. Bu tiiplerden biri numune tiipii digeri numune korii olarak
tanimlandi.

Her bir tiip i¢in 160 uLL Master Reaksiyon Miks soliisyonu gerekir. Master
Reaksiyon Miks soliisyonunu hazirlamak i¢in 160 pL ¢alisma tamponu, 8 uL.
substrat ve 8 puL. kosubstrat karistirildi.

Numune tiipiine 160 pl. Master Reaksiyon Miks soliisyonu eklendi, ancak
numune korii olarak tanimlanan tiipe eklenmedi. Oda sicakliginda 20 dk inkiibe
edildi.

20 dk inkiibasyon sonrasinda numune tiiplerine 70 uL. 4 M perklorik asit
eklenerek proteinler ¢oktiiriildii. Numune korii olan tiiplere herhangi bir sey
eklenmedi. Tipler karistirllmak iizere vortekslendi ve 15 dk buz ilizerinde
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilen numune tiiplerinden
200 pL temiz siipernatan alnarak 96 kuyucuklu UV plate kuyucuklarina
aktarildi.

70 uL 4 M perklorik asit numune korlerine eklendi. Vortekslendi ve buz
tizerinde 15 dk inkiibe edildi.

15 dk sonunda numune korlerine 160 uL Master Reaksiyon Miks soliisyonu
eklendi. Tiipler vortekslendi ve buz lizerinde 15 dk inkiibe edildi.

Numune korleri 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ele gegen silipernatanlardan
200 pL almarak 96 kuyucuklu UV plate kuyucuklarina aktarildi.

Son olarak tiim tiiplerin 240 nm’de absorbanslar1 okundu.

Hesaplamalar

Bir numunenin Glioksalaz 1 aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.
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(A24O)numune o (A240)numune kori X VT x 1x 1’35 Xn
Aktivite = —_ -
exl t VvV

S

=175 X [(A430)uumune — P40 mumune il X 1,35 X 1 iinite/L

numune

e S-laktoilglutatyon igin ekstinksiyon katsayisi € = 3,37 mM*cm?
e | =Kitle birlikte gelen plakada 1sinin aldig1 yol (0,425 cm)

e V7 =total reaksiyon hacmi (0,2 mL)

e t=reaksiyon siiresi (10 dk)

e V= 0rnek hacmi (40 uL)

1,35 = deproteinizasyon basamagi i¢in diliisyon faktorii

e n =diliisyon faktorii (diliisyon yapilmigsa)

3.8. Nrf2 (NFE2L2, Nuclear Factor, Erythroid Derived 2 Like Protein 2)
Diizeyinin ELISA Yontemiyle Ol¢iimii

Nrf2 ELISA Kitinin Calisma Prensibi

Sandvi¢ ELISA prensibine dayanan kit igerigindeki plate kuyucuklart Nrf2 proteinine
spesifik antikorla kaplanmistir. Standart ya da 6rnekler kuyucuklara eklenir ve daha
sonra spesifik antikor ilave edilir. Daha sonra Nrf2 i¢in spesifik biyotinlenmis
deteksiyon antikoru ve ardindan avidin-HRP konjugati kuyucuklara ilave edilerek
inkiibe edilir. Baglanmayan yapilar yikamayla uzaklastirilir. Yikama sonrasinda
kuyucuklara substrat soliisyonu eklenir. Sadece Nrf2, biyotinlenmis deteksiyon
antikoru ve avidin-HRP konjugat1 i¢eren kuyucuklarda mavi renk gelisir. Enzim-
substrat reaksiyonu stilfiirik asit sollisyonu ilavesiyle sonlandirilir ve mavi renk sartya
doner. Optik dansite 450 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢tiliir. Optik dansite degeri
Nrf2 konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Orneklerdeki Nrf2 konsantrasyonu standart

grafik ile kiyaslanarak hesaplanir.

Numunelerin elde edilmesi (Hiicre Lizat1 Siipernatani)
Hiicrelerin pargalanmasiyla elde edilen lizat 1000 g’de 2-8 °C’de 20 dk
santrifiijlenerek c¢oziinmeyen safsizliklar ve hiicre debrisi uzaklagtirildi. Santrifiij

sonrasi siipernatanlar toplandi ve en kisa stirede calisma gerceklestirildi.
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Reaktiflerin hazirlanmasi

Biitiin reaktifler kullanimdan 6nce oda sicakligina getirildi.

Yikama tamponu: 25X konsantre yikama tamponu c¢ozeltisi distile su ile 1:25

oraninda seyreltilerek 1X yikama tamponu elde edildi.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikoru: Deneyden 6nce her bir kuyucuk i¢in 100 pL
olacak sekilde gereken hacim hesaplandi. Stok ¢6zelti kullanimdan 6nce santrifiijlendi
ve sonrasinda biyotinlenmis deteksiyon antikoru diliienti ile 1:100 oraninda

seyreltilerek biyotinlenmis deteksiyon antikoru ¢aligma soliisyonu elde edildi.

Konsantre HRP konjugati: Deneyden 6nce her bir kuyucuk icin 100 pL olacak
sekilde gereken hacim hesaplandi. Stok ¢ozelti kullanimdan 6nce santrifiijlendi ve
sonrasinda konsantre HRP konjugat diliienti ile 1:100 oraninda seyreltilerek HRP

konjugati caligma soliisyonu elde edildi.

Standartlarin hazirlanmasi

Standartlar kullanimdan 15 dk 6nce hazirlandi. Kit igeriginde saglanan standart 10.000
g’de 1 dk santrifiij edildi ve daha sonra 1 mL Referans Standart&Ornek diliienti ile
¢oziildii. 10 dk inkiibe edildi ve bir¢ok kez bas asagi edilerek karistirildi. Tamamen
¢Oziindiikten sonra pipet yardimiyla iyice karistirildi. Bu sekilde 1000 pg/mL
konsantrasyonda stok standart ¢ozeltisi elde edildi. Daha sonra bir seri seklinde
diliisyonlar yapilarak standart ¢ozeltilerin tamami elde edildi. Diliisyonlara ait Tablo

3.3. agagida verilmistir.

Tablo 3.3. Nrf2 6l¢timii i¢in standart hazirlama tablosu.

Standart 1000 pg/mL Referans Nrf2 standardi
Tiipleri Nrf2 standardi | Standart&Ornek konsantrasyonu
(nL) diliienti (uL) (pg/mL)

1 1000 0 1000

2 500 pL tiip 1’den 500 500

3 500 puL tiip 2’den 500 250

4 500 puL tiip 3’den 500 125

5 500 puL tiip 4’den 500 62,5
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6 500 pL tiip 5’den 500 31,25

7 500 pL tip 6’dan 500 15,63

8 0 500 0

Olciim prosediirii

1.

Her bir kuyucuga 100 pL standart, kor veya numune eklendi. Kor kuyusuna
Referans Standart&Ornek diliienti eklendi. Yavasca karismasi saglandi ve 90
dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki siv1 uzaklastirildi ve yitkama yapilmadi. Her kuyucuga 100 pL
Biyotinlenmis Deteksiyon antikoru ilave edildi. Kuyucuklar bir filmle kapatildi
ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Biitiin kuyucuklardaki sivi tamamen uzaklastirildi ve 3 kez yikama islemi
yapildi. Bu amagla her kuyucuga 350 uL 1X yikama tamponu eklendi, 1-2 dk
beklendikten sonra da kuyucuklardaki yikama tamponu uzaklastirildi. Son
yikamadan sonra kalan sivi bir kagit havluya kuyucuklarin ters ¢evrilmesiyle
emdirilerek uzaklastirildi.

Her kuyucuga 100 pL HRP Konjugat1 Caligma soliisyonu eklendi. Kuyucuklar
bir filmle kapatildi ve 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

3. basamaktaki yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 90 pL substrat soliisyonu ilave edildi. Yeni bir film ile kaplanan
kuyucuklar 1giktan korunarak 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu ilave edildi. Pozitif reaksiyon olan
kuyucuklarda renk bu asamada sariya dondii.

En kisa siirede 450 nm’de absorbanslar okundu.
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v = 4E-08x - 4E-05x2 + 0,0148x + 0,0254
3+ R*=10.9994

Absorbans (450 nm)

0 200 400 600
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.5. Nrf2 standart grafigi.

3.9. NF-kB p65 Diizeyinin (Total) ELISA Yontemiyle Ol¢iimii

NF-kB p65 ELISA Kitinin Calisma Prensibi

Sandvi¢ ELISA prensibine dayanan kit igerigindeki plate kuyucuklar1 NF-kB p65
proteinine spesifik antikorla kaplanmistir. Standart ya da 6rnekler kuyucuklara eklenir
ve daha sonra spesifik antikor ilave edilir. Daha sonra NF-kB p65 i¢in spesifik
biyotinlenmis deteksiyon antikoru ve ardindan avidin-HRP konjugati kuyucuklara
ilave edilerek inkiibe edilir. Baglanmayan yapilar yikamayla uzaklastirilir. Yikama
sonrasinda kuyucuklara substrat soliisyonu eklenir. Sadece NF-xB p65, biyotinlenmis
deteksiyon antikoru ve avidin-HRP konjugati igeren kuyucuklarda mavi renk gelisir.
Enzim-substrat reaksiyonu Stop soliisyonu ilavesiyle sonlandirilir ve bu agamada sar1
renk gozlenir. Optik dansite 450 nm’de spektrofotometrede Olgiiliir. Optik dansite
degeri NF-kB p65 konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Orneklerdeki NF-kB p65

konsantrasyonu standart grafik ile kiyaslanarak hesaplanir.

Numunelerin elde edilmesi (Hiicre Lizat1 Siipernatani)

Adherent hiicreler 2-3 mL soguk PBS ile yikanir ve daha sonra tripsin yardimiyla
hiicreler yiizeyden kaldirilarak toplanir. Bir santrifiij tiipiine alinan hiicreler 5 dk 1000
g’de santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi1 siipernatan uzaklastirilir ve pelletteki hiicreler 3
kez soguk PBS ile yikanir. Her bir milyon hiicre i¢in 150-250 pL soguk PBS eklenerek
hiicreler resiispanse edilir. Hiicreler tamamen pargalanana kadar dondurma-¢ézme
islemi yapilir, ardindan 1500 g’de 4 °C’de 10 dk santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasinda

siipernatan alinarak 6l¢timlerde kullanilir.
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Reaktiflerin hazirlanmasi

Biitiin reaktifler kullanimdan 6nce oda sicakligina getirildi.

Yikama tamponu: 25X konsantre yikama tamponu c¢ozeltisi distile su ile 1:25

oraninda seyreltilerek 1X yikama tamponu elde edildi.

Biyotinlenmis Deteksiyon Antikoru: Deneyden 6nce her bir kuyucuk i¢in 100 pL
olacak sekilde gereken hacim hesaplandi. Stok ¢6zelti kullanimdan 6nce santrifiijlendi
ve sonrasinda biyotinlenmis deteksiyon antikoru diliienti ile 1:100 oraninda

seyreltilerek biyotinlenmis deteksiyon antikoru ¢alisma soliisyonu elde edildi.

Konsantre HRP konjugati: Deneyden once her bir kuyucuk i¢in 100 pL olacak
sekilde gereken hacim hesaplandi. Stok ¢ozelti kullanimdan 6nce santrifiijlendi ve
sonrasinda konsantre HRP konjugat diliienti ile 1:100 oraninda seyreltilerek HRP

konjugati caligma soliisyonu elde edildi.

Standartlarin hazirlanmasi

Kit igeriginde saglanan standart 10.000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve daha sonra 1 mL
Referans Standart & Ornek diliienti ile ¢6ziildii. 10 dk inkiibe edildi ve bir¢ok kez bas
asag1 edilerek karistirildi. Tamamen c¢oziindiikten sonra pipet yardimiyla iyice
karistirildi. Bu sekilde 5000 pg/mL konsantrasyonda stok standart ¢ozeltisi elde edildi.
Daha sonra bir seri seklinde diliisyonlar yapilarak standart ¢ozeltilerin tamami elde

edildi. Diliisyonlara ait Tablo 3.4. asagida verilmistir.

Tablo 3.4. NF-xB p65 6l¢timii igin standart hazirlama tablosu.

Standart 5000 pg/mL NF- Referans NF-kB p65
Tiipleri kB p65 Standart&Ornek standardi
standard: (pL) diliienti (uL) konsantrasyonu
(pg/mL)

1 5000 0 5000

2 500 pL tiip 1’den 500 2500

3 500 puL tiip 2’den 500 1250

4 500 puL tiip 3’den 500 625

5 500 puL tiip 4’den 500 312,5
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6 500 pL tiip 5’den 500 156,25

7 500 pL tiip 6’den 500 78,13

8 0 500 0

Olciim prosediirii

1.

Her bir kuyucuga 100 pL standart, kor veya numune eklendi. Kor kuyusuna
Referans Standart&Ornek diliienti eklendi. Yavasca karismasi saglandi ve 90
dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi ve yikama yapilmadi. Her kuyucuga 100 uLb
biyotinlenmis deteksiyon antikoru ilave edildi. Kuyucuklar bir filmle kapatildi
ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Biitiin kuyucuklardaki sivi tamamen uzaklastirildi ve 3 kez yikama islemi
yapildi. Bu amagla her kuyucuga 350 uL 1X yikama tamponu eklendi, 1-2 dk
beklendikten sonra da kuyucuklardaki yikama tamponu uzaklastirildi. Son
yikamadan sonra kalan siv1 bir kagit havluya kuyucuklarin ters ¢evrilmesiyle
emdirilerek uzaklastirildi.

Her kuyucuga 100 pL HRP konjugati ¢alisma soliisyonu eklendi. Kuyucuklar
bir filmle kapatildi ve 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

3. basamaktaki yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

Her kuyucuga 90 pL substrat soliisyonu ilave edildi. Yeni bir film ile kaplanan
kuyucuklar 1s1ktan korunarak 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL stop soliisyonu ilave edildi.

En kisa siirede 450 nm’de absorbanslar okundu.

y=0,0034x
R2>=10,982

Absorbans (450 nm)

0 200 400 600

NF-xB p65 konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.6. NF-xB p65 standart grafigi.
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3.10. Rediikte Glutatyon Diizeyinin Florimetrik Yontemle Olciilmesi
Florimetrik GSH Kitinin Calisma Prensibi

Kit igeriginde bulunan OPA probu (o-fitalaldehit) okside glutatyonla reaksiyona
girmez ve spesifik olarak GSH ile reaksiyona girer. Bu sayede GSH diizeyi

interferanstan etkilenmeden hassas bir sekilde saptanabilir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

OPA probu: Kit igerisinde bulunan OPA probuna 0,85 mL distile su eklenir ve
karistirilir.

GSH standardx: Kit icerisinde bulunan GSH standardina 45 pL distile su eklenir ve
GSH stablizasyonu icin 5 pL perklorik asit (6 N) ilave edilir. Bu sekilde hazirlanan
standart konsantrasyonu 20 pg/pL’dir.

Numunelerin hazirlanmasi

GSH kararsiz yapidadir ve hiicre lizati tarafindan hizli bir sekilde okside edilebilir. Bu
yiizden biitiin reaktifler ve 6rnekler buz soguklugunda muhafaza edilir ve olabildigince
hizli galigilir. Orneklerin almacag santrifiij tiiplerine 20 uL perklorik asit (6 N)
eklenerek buz iizerinde hazir bekletilir. Her 2-4 milyon hiicre i¢in 100 pL buz
soguklugundaki glutatyon ¢alisma tamponu buz iizerindeki hiicrelere eklenir ve
hiicrelerin homojenize olmasi saglanir. Bu islemden ele gecen homojenatlardan 60 uLL
alinarak, daha dnce perklorik asit ekledigimiz ve buz lizerinde hazir bekleyen santrifiij
tiiplerine aktarilir. Bir ¢ok defa vorteksleyerek iyice karigma saglanir. Vorteksleme
sonrasi buz izerinde 5 dk bekletilen 6rnekler, sonrasinda 13.000 g’de 4 °C’de 2 dk
santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi pellet atilarak stipernatan alimir ve —80 °C’de

muhafaza edilir (1 ay stabildir).

Ol¢iim Prosediirii

e Standart grafigi: 20 pg/uL standart GSH stogundan 10 pL alinir ve 990 pL
calisma tamponu eklenerek 0,2 pg/pul ¢alisma standart soliisyonu iiretilir.
Calisma standart soliisyonundan 96 kuyucuklu plakanin kuyularina bir dizi
halinde sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8, 10 puL ekleyerek kuyucuk basina sirasiyla 0, 0,4,
0,8, 1,6, 2 ng GSH eklenmis olur. Calisma tamponu ile bu kuyucuklardaki
toplam hacim 90 pL’ye getirilir.

e Orneklerin 6lciim icin hazirlanmasi: Numune hazirlanmasi asamasinda

bahsedilen ve perklorik asit eklenmesi ile elde edilen 6rneklerden 40 pL alinir
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ve tlizzerine 20 pL buz soguklugunda 6 N potasyum hidroksit eklenir.
Boylelikle perklorik asit ¢oktiiriiliir ve drnekler nétralize edilir. Buz iizerinde
5 dk inkiibe edildikten sonra 4 °C’de 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir.
Notralize Orneklerin her birinden 10 puL alinarak 96 kuyucuklu plakadaki
kendine ait kuyuya transfer edilir.

e Kuyucuklara alinan 6rneklerin hacmi ¢aligma tamponu ile 90 uL’ye getirilir.

e Standart ve drnek kuyularina 10 uL OPA probu eklenir, iyice karistirilir ve oda
sicakliginda 40 dk inkiibe edilir. Ornek ve standartlarin rolatif floresans birimi
(RFU), floresans plaka okuyucuda sirasiyla 340 ve 420 nm eksitasyon ve

emisyon dalga boyunda 6l¢iiliir.

Hesaplamalar: Biitiin 6rneklerin ve standartlarin RFU degerinden, 6rnek icermeyen
kor tliptine ait RFU degeri cikarilir. RFU-GSH standart grafigi ¢izilir ve bu grafikten

yararlanarak 6rneklerin GSH miktar1 asagidaki formiile gére hesaplanir.
Glutatyon konsantrasyonu (ug/mL) = Ga/Sv
Ga = Standart grafiginden elde edilen glutatyon miktari (ug olarak)
Sv = Ornek kuyularma eklenen orijinal 6rnek hacmi (mL olarak)

Bu hesaplamadan elde edilen GSH konsantrasyonu iki ile carpilarak Orneklerdeki
gercek GSH konsantrasyonu bulunur. iki ile garpilmasmin nedeni ise koruma ve
notralizasyon basamaklarinda (perklorik asit ve potasyum hidroksit eklenmesi)

ornegin iki kat diliie olmasidir.

5000+

40004  v=100220°X + 0,000
R*= 0.9968

Rolatif floresans birimi (RFU)

Glutatyon konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 3.7. Rediikte glutatyon standart grafigi.
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Analiz ve Istatistiksel Yontem
Olgiim sonuglar standart grafiklerin elde edilmesinden sonra, 6rnek sonuglarinin bu

grafikten interpolasyonu ile elde edildi. Grafik ¢izimi, interpolasyon islemleri ve
verilerin istatistiksel degerlendirmesi GraphPad Prism (versiyon 8.0.1) programi veya
Excel ile yapildi. Ol¢iimlerde en az 3 deney tekrar1 yapilmis olup, veriler istatistiksel
olarak Mann-Whitney U ve One-Way ANOVA testleriyle (Tukey ve Bonferroni Post-
Hoc testleriyle) degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Primer VDKH petrilere ekildi ve %80 doluluga olusan hiicreler iki gruba ayrildi ve ilk
grup hiicreler bir gece serumsuz, diisiik glukozlu (1,0 g/L veya 5,5 mM) (DGQG)
medyumla, ikinci grup ise serumsuz, yiiksek glukoz (4,5 g/L veya 25 mM) (YG) igeren
medyumla inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre medyumlari taze medyumla
degistirildi, kontrol grubu hiicrelere herhangi bir islem yapilmadi. Inhibitér uygulanan
hiicrelere literatiir bilgisine (Inagami ve Eguchi, 2000; Li ve ark., 2006; Obama ve
ark., 2015; Forrester ve ark., 2018; Mondaca-Ruff ve ark., 2018) dayanarak 100 nM
Ang II uygulamasindan en az 30 dk 6nce inhibitér uygulandi ve bu siire sonunda Ang
IT ortama eklendi. Kontrol ve uygulama yapilan hiicreler daha sonra 48 saat
inkiibasyona birakildi ve bu siire sonunda hiicreler parcalanarak hiicre lizatlar1 elde
edilerek bu lizatlardan Olgiimler gergeklestirildi. Kusak sayist 3-7 olan hiicreler

deneylerde kullanildi. Glo1 aktivite 6l¢iimii en az 3 tekrar yapilarak calisildi.

4.1. Anjiyotensin II Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Glioksalaz 1 Aktivitesini
Azaltir
Diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda 100 nM Ang II ile 48 saat inkiibe edilen

VDKH’nde Glol aktivitesi 6l¢iildii. Kontrol grubuna kiyasla Ang II’nin diisiik glukoz
ortaminda Glo1 aktivitesini yaklasik %27 diistirdiigli gézlendi (p<0,05). Diisiik glukoz
kontrol grubuna kiyasla yiiksek glukoz kontrol grubunda Glol aktivitesinin arttigi
(%20) tespit edildi (p>0,05). Yiiksek glukoz ortamindaki hiicreler kendi iginde
karsilastirildiginda kontrol grubuna kiyasla Ang II'nin bu grupta da Glo1 aktivitesini
yaklasik %20 azalttigi goriildi (p<0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin Glol enzim aktivitesine etkisi.
Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda
uygulandi. Disiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin Glo1 aktivitesini baskiladigi goriildii. Veriler
X + SEM olarak ifade edildi. DG: diisiik glukoz, YG: yiiksek glukoz, n=3, *:kendi kontroliine kars1
p<0,05.

4.1.1. Diisiik Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin Glioksalaz 1 Aktivitesine Etkisi
Ang II’nin Glo1 aktivitesini baskilamasinda AT1R roliinii belirlemek amaciyla diisiik

glukoz ortamindaki hiicrelere Ang II uygulamasi Oncesinde ATIR blokdrleri
telmisartan ve irbesartan (her ikisi de 10 pM) uygulandi. Reseptor blokori
uygulamasindan 30 dk sonra Ang II (100 nM) ortama ilave edilerek 48 saat inkiibe
edildi. Ayrica Glo1 aktivitesinin Ang Il ile azaldig1 belirlendikten sonra Ang II’nin bu
etkiyi nasil olusturdugunu belirlemek amaciyla Ang II ile uyarildig: bilinen NF-kB,
p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK sinyal yolaklariin Glol1 aktivitesi iizerindeki etkisini
belirlemeyi amacladik. Bu dogrultuda diisiik glukoz ortaminda bir gece serumsuz
medyumla inkiibasyona birakilan hiicrelere, Ang II uyarimi oncesinde, NF-xB’nin
niikleer translokasyonunu baskilayan NF-xB inhibitorii JSH23 (20 uM), p38 MAPK
inhibitéri SB203580 (10 uM) ve ERK1/2 MAPK inhibitéri PD98059 (20 uM)
inhibitorii uygulandi ve 30 dk sonra Ang II (100 nM) ortama eklenerek 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inhibitorlerin ¢dziilmesinde dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanildigr i¢in sadece DMSO (%0,2 v/v) uygulanan hiicrelerdeki Glol aktivite
degisimi de izlendi. AT1R blokorleri olan telmisartan ve irbesartanin Ang II’nin neden
oldugu Glol aktivitesini restore ettigi gozlendi (p<0,05). Aktiviteyi artirma

bakimindan telmisartan ve irbesartan arasinda bir fark gézlenmedi. NF-kB inhibitorii
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JSH-23 uygulanmasi1 Glo1 aktivitesini Ang II uygulanan gruba gore anlamli derecede
artirdigr gozlendi (p<0,05). Glol aktivitesinin p38 MAPK inhibitorii SB203580 ve
ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan grupta, Ang II uygulanan gruba gore
anlamli degisiklik gostermedigi belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang IT’nin Glo1 enzim aktivitesine etkisi. Hiicrelere 100
nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile diisiik glukoz ortaminda uygulandi. Diisiik glukoz
ortaminda Ang II'nin Glo1 aktivitesini baskiladigi, AT 1R blokorii telmisartan ve irbesartanin bu etkiyi
ortadan kaldirdigr goriildi. p38 MAPK inhibitérii SB203580°iin Ang II'nin yol agtigi Glol
aktivitesindeki diisiisii restore ettigi belirlendi. Veriler X £ SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan,
Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, *:kontrole karsi, #: Ang II’ye kars1, p<0,05.

4.1.2. Yiiksek Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarimin Glioksalaz 1 Aktivitesine Etkisi
Anjiyotensin I'nin Glol aktivitesini baskilamasinda ATIR roliinii belirlemek

amaciyla yiiksek glukoz ortamindaki hiicrelere Ang II uygulamasi 6ncesinde AT1R
blokorleri telmisartan ve irbesartan (her ikisi de 10 pM) uygulandi. Reseptor blokori
uygulamasindan 30 dk sonra Ang II (100 nM) ortama ilave edilerek 48 saat inkiibe
edildi. Ayrica Glol aktivitesinin Ang Il ile azaldig1 belirlendikten sonra Ang II’nin bu
etkiyi nasil olusturdugunu belirlemek amaciyla Ang Il ile uyarildig: bilinen NF-kB,
p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK sinyal yolaklarimin Glo1 aktivitesi tizerindeki etkisini
belirlemeyi amagladik. Bu dogrultuda yiiksek glukoz ortaminda bir gece serumsuz
medyumla inkiibasyona birakilan hiicrelere, Ang Il uyarimi 6ncesinde, NF-kB’nin

niikleer translokasyonunu baskilayan NF-xB inhibitorii JSH23 (20 uM), p38 MAPK
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inhibitéri SB203580 (10 uM) ve ERK1/2 MAPK inhibitérii PD98059 (20 uM)
inhibitérii uygulandi ve 30 dk sonra Ang II (100 nM) ortama eklenerek 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inhibitdrlerin ¢oziilmesinde DMSO kullamldig1 icin sadece
DMSO (%0,2 v/v) uygulanan hiicrelerdeki Glo1 aktivite degisimi de izlendi. AT1R
blokorleri olan telmisartan ve irbesartanin, Ang II’'nin neden oldugu Glol
aktivitesindeki azalmay1 diizelttigi gozlenirken, telmisartan uygulanan grupta anlaml
fark saptanirken (p<0,05), irbesartan grubundaki fark anlamli degildir (p>0,05). Ang
IT uyarimli Glo1 aktivite diisiisiinde bir etkisi gézlenmedi. NF-kB inhibitorii JSH-23
ve p38 MAPK inhibitorii SB203580 uygulanan grupta Glo1 aktivitesinde anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. ERK1/2 MAPK inhibitérii PD98059 uygulanan grupta Glol
aktivitesinin, Ang II grubuna gore yaklasik 2 kat diistiigii tespit edildi (p<0,05) (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. VDKH’nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin Glo1 enzim aktivitesine etkisi. Hiicrelere
100 nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Yiiksek glukoz
ortaminda Ang II’nin Glo1 aktivitesini baskiladigi, AT1R blokorii telmisartan ve irbesartanin bu etkiyi
ortadan kaldirdigr goriildi. ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059’un Ang II'nin yol actigi Glol
aktivitesindeki diisiisii Ang II uygulanan hiicrelere kiyasla ¢ok daha fazla diisiirdiigii belirlendi. Veriler
X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3,
*:kontrole karsi, #: Ang II’ye karsi, p<0,05.
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4.2. Anjiyotensin II ve Yiiksek Glukoz Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde
Glioksalaz 1 Enzim Miktarim Azaltir
Diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II (100 nM) ile 48 saat inkiibe edilen

VDKH’nde Glol enzim miktar1 6lgiildii. Kontrol grubuna kiyasla Ang II’nin diisiik
glukoz ve yliksek glukoz ortaminda Glol enzim miktarinmi yaklasik %24 diistrdigi
gozlendi (p<0,05). Ayrica diisik glukoz kontrol grubuna kiyasla yiiksek glukoz
kontrol grubunda Glol enzim miktarinin yaklasik %20 diistiigii tespit edildi (p<0,05)
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II'nin Glol enzim miktarina etkisi.
Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda
uygulandi. Diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’'nin Glol enzim miktarini azalttigi goriildi.
Veriler X = SEM olarak ifade edildi. DG: diisiik glukoz, YG: yiiksek glukoz, n=3, *: kendi kontroliine
kars1, #: diisiik glukoz kontrole kars1, p<0,05.

4.2.1. Diisiik Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin Glioksalaz 1 Enzim Miktarina Etkisi
Diisiik glukoz ortaminda Ang II’'nin Glol miktarin1 azalttigi belirlendikten sonra

ATIR blokorleri olan telmisartan ve irbesartanin Ang II’nin neden oldugu Glo1 enzim
miktarindaki azalmayi tersine cevirdigi gozlenirken, telmisartandaki fark anlaml
saptanirken (p<0,05), irbesartanin etkisi anlamli bulunamadi. Enzim miktarin1 artirma
bakimindan telmisartan ve irbesartan arasinda anlamli bir fark olmasa da telmisartanin
daha etkili oldugu gozlendi. Glol enzim miktarinin NF-«xB inhibitorii JSH-23 ve p38
MAPK inhibitorii SB203580 uygulanan grupta, Ang II uygulanan gruba gore 2 kata
yakin arttig1 gézlendi (p<0,05). ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan grupta
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Glol enzim miktarinin artti§1 goriilmesine karsin bu fark anlamli bulunamadi (Sekil

4.5).
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Sekil 4.5. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin Glo1 enzim miktarina etkisi. Hiicrelere 100
nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile diisiik glukoz ortaminda uygulandi. Diisiik glukoz
ortaminda Ang [I'nin Glo1 enzim miktarint azalttig1, bu azalmanin telmisartan ve irbesartan varliginda
restore oldugu goriildii. Ayrica JSH23 ve SB203580 varliginda da Ang II’nin azalttigi Glol enzim
miktarinmn arttig: belirlendi. Veriler X = SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan,
SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, *: kontrole karsi, #: Ang II’ye kars1, p<0,05.

4.2.2. Yiiksek Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin Glioksalaz 1 Enzim Miktarina Etkisi
ATIR blokorleri telmisartan ve irbesartanin Ang II'nin disiirdiigii Glol enzim

miktarini tekrar ytikselttigi gozlenirken (p<0,05), aralarinda anlamli fark olmasa da
diisiik glukoz grubunda oldugu gibi telmisartanin daha etkili oldugu gozlendi. NF-xB
inhibitdrii JSH-23 ve p38 MAPK inhibitorii SB203580 uygulanan grupta Glo1 enzim
miktarmin Ang II grubuna gore kiyasla yaklagik 3 kat arttign gozlendi (p<0,001).
Ayrica ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan grupta Glo1 enzim miktarinin,
Ang IT grubuna gore yaklasik 2 kat arttig1 tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. VDKH’nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin Glo1 enzim miktarina etkisi. Hiicrelere 100
nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Yiiksek glukoz
ortaminda Ang II’nin Glo1 enzim miktarini azalttig1, bu azalmanuin telmisartan ve irbesartan varliginda
restore oldugu goriildii. Ayrica JSH23, SB203580 ve PD98059 varliginda da Ang II’nin azalttig1 Glo1
enzim miktarinin artt1f1 belirlendi. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan,
SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, *: kontrole karsi, #: Ang II’ye kars1, p<0,05.

4.3. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Anjiyotensin II GSH Derisimini Azaltir
Diistik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II (100 nM) ile 48 saat inkiibe edilen vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde GSH derisimi 6l¢iildii. Diisiik glukoz ortaminda kontrol grubuna
kiyasla Ang II’'nin GSH derisimini yaklasik %42 diistirdiigii gézlendi (p<0,05). Ayrica
yiikksek glukoz kontrol grubunda diisiikk glukoz kontrol grubuna kiyasla GSH
derigiminin yaklagik %78 arttig1 belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin GSH derisimine etkisi. Hiicrelere
100 nM konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Diigiik
glukoz ortaminda Ang II’nin GSH derisimini diisiirdiigi goriildii. Ayrica yiiksek glukozun GSH
derisimini artirdip1 belirlendi. Veriler X + SD olarak ifade edildi. DG: diisiik glukoz, YG: yiiksek
glukoz, n=3, *:diisiik glukoz kontrole kars1 p<0,05.

4.3.1. Diisiik Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin GSH Derisimine Etkisi
Ang II'nin GSH derisimini azaltmasinda ATIR roliinii belirlemek amaciyla diisiik

glukoz ortamindaki hiicrelere Ang II uygulamasi oncesinde AT1R blokorleri olan
telmisartan ve irbesartan uygulandi. Telmisartan ve irbesartanin Ang II’'nin neden
oldugu GSH derisimindeki azalmay1 artirdig1 gozlendi (p<0,05). GSH derisiminin NF-
kB inhibit6ri JSH-23 ve p38 MAPK inhibitorii SB203580 uygulanan grupta, Ang 11
uygulanan gruba gore anlamli derecede arttig1 gézlendi (p<0,001). ERK1/2 MAPK
inhibitdrii PD98059 uygulanan grupta GSH derigiminin arttig1 goriilmesine kargin bu
fark anlamli bulunamadi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin GSH derisimine etkisi. Hiicrelere 100 nM
konsantrasyondaki Ang Il 48 saat siire ile diisitk glukoz ortaminda uygulandi. Diisiik glukoz ortaminda
Ang II’nin GSH derisimini distirdiigii gortildi. Bu diisiisiin telmisartan ve irbesartan varliginda ortadan
kalktig1 belirlendi. Ayrica JSH23 ve SB203508 varliginda da Ang II’nin yol a¢tigt GSH’daki diisiisiin
gerceklesmedigi gozlendi. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan, SB203:
SB203580, PD98: PD98059, n=3, *: kontrole kars1 ve #: Ang II’ye kars1 p<0,05; **: Ang II"ye kars1
p<0,001.

4.3.2. Yiiksek Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin GSH Derisimine Etkisi
Yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin GSH derisimine etkisi belirlenemedi. Fakat Ang

IT uygulamas1 6ncesi telmisartan verilen grupta Ang I grubuna kiyasla GSH diizeyleri
anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,001). Bununla beraber p38 MAPK inhibitorii
SB203580 uygulanan grupta, Ang II uygulanan gruba goére anlamli derecede GSH
artis1 gézlendi (p<0,05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. VDKH’nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin GSH derisimine etkisi. Hiicrelere 100 nM
konsantrasyondaki Ang II 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Yiiksek glukoz
ortaminda Ang II’nin GSH derigimini disiirdiigi goriildii. Bu disiislin telmisartan ve irbesartan
varliginda ortadan kalktig1 belirlendi. Ayrica JSH23 ve SB203508 varliginda da Ang II’nin yol agtig1
GSH’daki diisiisiin gerceklesmedigi gozlendi. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan,
Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, *: Ang II’ye kars1 p<0,05; **: Ang II’ye kars1
p<0,001.

4.4. Anjiyotensin II ve Yiiksek Glukoz Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde MG-H1
Diizeyini Artirir
Diistik ve yiiksek glukoz ortamindaki vaskiiler diiz kas hiicreleri Ang II (100 nM) ile

48 saat inkiibe edilerek MGO’nun olusturdugu hiicresel ana iriinlerden biri olan
Metilglioksal-Hidroimidazolon 1 (MG-H1) o6lgiildii. Ayrica yine diisiik ve yiiksek
glukoz ortamindaki hiicrelere MGO uygulanarak (200 uM, 48 saat) pozitif kontrol
olarak kullanildi. MGO uygulanmasinin diisiikk ve yiiksek glukoz grubunda MG-H1
olusumunu artirdigi (sirasiyla yaklagik %67, p<0,001 ve yaklasik %52, p<0,05)
gozlendi. Yiiksek glukozun da tek basina MG-H1 diizeyini anlamli sekilde %42
artirdigr goriildi (p<0,05). Ang II’nin ise diisiik glukozda MG-H1 diizeyini anlamhi
olarak %32,6 artirdig1, yiiksek glukoz ortaminda ise artmis olan MG-H1 diizeyini daha
fazla artiramadig gorildii (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. VDKH’nde diisiikk ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II'nin MG-H1 diizeyine etkisi.
Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile diisik ve yiiksek glukoz ortaminda
uygulandi. Ayrica pozitif kontrol olarak hiicrelere 200 pM MGO, 48 saat siire ile diisiik ve yiiksek
glukoz ortaminda uygulandi. Diisiik ve yiiksek glukoz grubunda MGO’nun MG-H1 diizeyini artirdigi
belirlendi. Diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin ve ayrica tek bagina yiiksek glukozun MG-H1 diizeyini
artirdig1 goriildii. Veriler X = SEM olarak ifade edildi. DG: diisiik glukoz, YG: yiiksek glukoz, MGO:
metilglioksal, n=5, *:kendi kontroliine kars1 p<0,05; **: diisiikk glukoz kontrole kars1 p<0,001, #: diisiik
glukoz kontrole karst.

4.4.1. Diisiik Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin MG-H1 Diizeyine Etkisi
ATIR blokérleri olan telmisartan ve irbesartanin Ang II'nin neden oldugu MG-H1

diizeyindeki artig1 baskiladigi gézlendi (p<0,05). MG-H1 diizeyinin NF-«B inhibitorii
JSH-23 varligindan etkilenmedigi, p38 MAPK inhibitorii SB203580 uygulanan grupta
ise Ang Il uygulanan gruba gore anlaml derecede azaldig1 gézlendi (p<0,05). ERK1/2
MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan grupta MG-H1 diizeyinin, Ang II uygulanan
gruba gore anlaml derecede degismedigi saptand1 (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin MG-H1 diizeyine etkisi. Hiicrelere 100
nM konsantrasyondaki Ang I, 48 saat siire ile diisiik glukoz ortaminda uygulandi. Diisiik glukoz
ortaminda Ang II’nin MG-H1 diizeyini artirdig1, bu artigin telmisartan, irbesartan ve SB203580
varhiginda azaldig1 goriildii. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan,
SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=5, *: kontrole karsi, #: Ang II’ye kars1 p<0,05.

4.4.2. Yiiksek Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin MG-H1 Diizeyine EtkKisi
Anjiyotensin II’nin yiiksek glukoz ortamindaki MG-H1 diizeyine etkisindeki Ang II

Tip 1 Reseptoriin (AT1R) roliinii belirlemek amaciyla Ang II uyarimi oncesinde
hiicrelere AT1R blokdrleri olan telmisartan ve irbesartan uygulanmasinin Ang II’nin
neden oldugu anlamli olmayan MG-HI1 diizeyindeki artig1 yine anlamli olmayan
sekilde kismen baskiladig1 gézlendi (p>0,05). Diisiik glukoz grubuna benzer sekilde
MG-H1 diizeyinin, NF-kB inhibitorii JSH-23 varligindan etkilenmedigi, p38 MAPK
inhibitorii SB203580 uygulanan grupta ise Ang II uygulanan gruba goére anlamhi
derecede azaldig1 gozlendi (p<0,05). ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan
grupta MG-H1 diizeyinin, Ang II uygulanan gruba gore anlamli derecede degigsmedigi
saptand1 (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. VDKH nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin MG-H1 diizeyine etkisi. Hiicrelere 100 nM
konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Yiiksek glukoz
ortaminda Ang II’'nin MG-H1 diizeyine bir etkisinin olmadigi, SB203580 varliginda ise MG-H1
diizeyinin kontrol seviyesinin de altina diistiigii goriildii. Veriler X = SEM olarak ifade edildi. Tel:
telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=5, *: kontrole karsi, #: Ang II’ye
kars1 p<0,05.

4.5. Anjiyotensin II ve Yiiksek Glukoz Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde NF-xB
p65 Alt Unitesinde Serin 536 Fosforilasyonunu Artirir
Diistik ve yiiksek glukoz ortamindaki vaskiiler diiz kas hiicreleri Ang II (100 nM) ile

48 saat inkiibe edilerek NF-kB proteini p65 alt linitesine ait 536 no’lu serin amino asidi
fosforilasyonu 6lgtildii. Ang II’nin diisiik glukozda NF-kB p65 S536 fosforilasyonunu
yaklasik %66 artirdig1 gozlendi (p<0,05). Yiiksek glukozun tek basina NF-xB p65
S536 fosforilasyonunu yaklasik 2 kat artirdigr gozlenirken (p<0,05), yiiksek glukoz
ortaminda Ang II’'nin NF-kB p65 S536 fosforilasyonunu etkilemedigi goriildii (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13. VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortamimda Ang II’nin NF-xB p65 S536 fosforilasyon
diizeyine etkisi. Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile diigiik ve yiiksek glukoz
ortaminda uygulandi. Diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin ve ayrica tek basina yiiksek glukozun NF-xB
p65 S536 fosforilasyon diizeyini artirdign goriildii. Veriler X = SEM olarak ifade edildi. DG: diisiik
glukoz, YG: yiiksek glukoz, n=3, *:diisiik glukoz kontrole kars1 p<0,05.

4.5.1. Diisiik Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin NF-kB p65 S536 Fosforilasyonuna Etkisi
ATIR blokorleri olan telmisartan ve irbesartanin Ang II’nin neden oldugu NF-kB p65

S536 fosforilasyon diizeyindeki artis1 kontrol diizeyine baskiladig1 gézlendi (p<0,05).
NF-kB p65 S536 fosforilasyon diizeyinin NF-kB inhibitorii JSH-23 varligindan
etkilenmedigi, p38 MAPK inhibitorii SB203580 ve ERK1/2 MAPK inhibitorii
PD98059 uygulanan grupta ise Ang Il uygulanan gruba gére anlamli derecede azaldigi
gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang II'nin NF-«B p65 S536 fosforilasyon diizeyine
etkisi. Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile diisiik glukoz ortaminda uygulandi.
Diisiik glukoz ortaminda Ang II'nin artirdigi NF-xB p65 S536 fosforilasyon diizeyinin telmisartan,
irbesartan, SB203580 ve PD98059 varliginda azaldig1 goriildii. Veriler X + SEM olarak ifade edildi.
Tel: telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, *:kontrole kars1, #: Ang II’ye
kars1 p<0,05.

4.5.2. Yiiksek Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin NF-kB p65 S536 Fosforilasyonuna Etkisi
Ang II'nin NF-xB p65 S536 fosforilasyon diizeyine etkisinde ATIR ve NF-xB, p38

MAPK ve ERK1/2 MAPK sinyal yolaklarinin etkisini inceledigimizde AT1R ve bahsi

gecen sinyal yollarinin herhangi bir etkisine rastlanmadi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. VDKH’nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin NF-kB p65 S536 fosforilasyon diizeyine
etkisi. Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi.
Yiksek glukoz ortaminda Ang II’'nin NF-xkB p65 S536 fosforilasyon diizeyine etkisinin olmadigi
belirlendi. Veriler X = SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580,
PD98: PD98059, n=3.

4.6. Yiiksek Glukoz Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde NF-kB p65 Seviyesini
Artirir
Diisiik ve yiiksek glukoz ortamindaki VDKH Ang II (100 nM) ile 48 saat inkiibe

edilerek NF-xB proteini p65 alt ilinitesinin seviyesi Olgiildii. Ang II’nin diisiik ve
yiiksek glukozda NF-kB p65 seviyesini anlamli olarak etkilemedigi gozlendi. Yiiksek
glukozun ise tek basina NF-kB p65 seviyesini yaklasik %74 artirdigr gozlendi
(p<0,05) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin NF-kB p65 diizeyine etkisi.
Hiicrelere 100 nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile diisikk ve yiiksek glukoz ortaminda
uygulandi. Diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II'nin NF-kB p65 diizeyine etkisi goriilmedi.
Yiiksek glukozun ise NF-kB p65 diizeyini artirdig1 goriildii. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. DG:
distik glukoz, YG: yiiksek glukoz, n=3, *:diisiikk glukoz kontrole kars1 p<0,05.

4.6.1. Anjiyotensin II Diisiik Glukoz Ortaminda Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde
NF-kB p65 Seviyesini Etkilemez
Diistik glukoz ortaminda Anjiyotensin II’'nin NF-kB p65 seviyesine anlamli bir katkis1

gozlenmese de Ang Il uyarimli sinyal yolaklarinin ve AT1R nin NF-kB p65 seviyesine
etkisi olup olmadigin1 belirlemek amaciyla diisiik glukoz ortamindaki hiicrelere Ang
IT uygulamasi 6ncesinde AT1R blokdrleri olan telmisartan ve irbesartan uygulamasi
yapildi. Telmisartan ve irbesartanin herhangi bir etkisi belirlenemedi. Ayrica NF-«B,

p38 ve ERK1/2 MAPK yolaklarinin da etkisi saptanamadi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin NF-xB p65 diizeyine etkisi. Hiicrelere 100
nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile diisiik glukoz ortaminda uygulandi. Diisiik glukoz
ortaminda Ang II’'nin NF-kB p65 diizeyine anlaml etkisi goriilmedi. Veriler X £ SEM olarak ifade
edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3.

4.6.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Yiiksek Glukoz Ortaminda NF-kB p65
Seviyesini Artisinda p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK Rol Alir
ATIR blokorii olan telmisartanin diislik glukoz ortaminda inkiibe edilen hiicrelerde

gorildiigli gibi NF-kB p65 seviyesini bir miktar azalttigi (p>0,05), irbesartanin ise
bdyle bir etki olusturmadigr gozlendi. Ayrica NF-kB p65 seviyesinin p38 MAPK
inhibitérii SB203580 ve ERK1/2 MAPK inhibitérii PD98059 uygulanan grupta,
kontrol seviyesine kiyasla yaklasik %35°lik bir azalma tespit edildi (p<0,05; Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. VDKH’nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin NF-xB p65 diizeyine etkisi. Hiicrelere 100
nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Yiiksek glukoz
ortaminda Ang II’'nin NF-xB p65 diizeyine anlamli etkisi goriilmezken, SB203580 ve PD98059
varhginda NF-xB p65 diizeyinin diistiigii belirlendi. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel:
telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, *: Ang II’ye kars1 p<0,05.

4.7. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde Anjiyotensin II ve Yiiksek Glukoz Nrf2
Diizeyini Artirir
Diisiik glukoz ortaminda Ang II (100 nM) ile 48 saat inkiibe edilen vaskiiler diiz kas

hiicrelerinde herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubuna kiyasla Nrf2
diizeyinin yaklasik 2 kat arttifi gozlendi (p<<0,001). Ayrica yliksek glukoz kontrol
grubunda diisiik glukoz kontrol grubuna kiyasla Nrf2 diizeyinin yaklasik 2,3 kat arttig
belirlendi (p<0,001). Yiiksek glukoz uygulanan hiicrelerin grup ici karsilastiritlmasinda
ise Ang II’nin yiiksek glukoz kontrol grubuna kiyasla Nrf2 diizeyi lizerinde bir etkisi
olmadig gortldi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’'nin Nrf2 diizeyine etkisi. Hiicrelere
100 nM konsantrasyondaki Ang II, 48 saat siire ile diisiik ve yliksek glukoz ortaminda uyguland1. Diigiik
glukoz ortaminda Ang II'nin ve ayrica tek basina yiiksek glukozun Nrf2 diizeyini artirdig1 goriildii.
Veriler X = SEM olarak ifade edildi. DG: diisiik glukoz, YG: yiiksek glukoz, n=3, **: diisiik glukoz
kontrole kars1 p<0,001.

4.7.1. Diisiik Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin Nrf2 Diizeyine Etkisi
ATIR blokorleri olan telmisartan ve irbesartanin Ang II’'nin neden oldugu Nrf2

diizeyindeki artis1 baskiladig1 gézlendi (p<0,05). Nrf2 diizeyindeki artisin p38 MAPK
inhibitorii SB203580 ve ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan grupta, Ang
IT uygulanan gruba gore anlamli derecede azaldigi goriiliirken (p<0,05), NF-xB
inhibitorii JSH-23 uygulanan grupta ise Nrf2 diizeyinin Ang II grubuna gore anlamh
derecede arttig1 belirlendi (p<0,05; Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin Nrf2 diizeyine etkisi. Hiicrelere 100 nM
konsantrasyondaki Ang 11, 48 saat siire ile diisiik glukoz ortaminda uygulandi. Disiik glukoz ortaminda
Ang II’nin Nrf2 diizeyini artirdig1, bu artigin telmisartan, irbesartan, SB203580 ve PD98059 varliginda
ortadan kalktig1 goriildii. JSH23 varliginda Ang II uyarimli Nrf2 artiginin daha fazla arttigi belirlendi.
Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb: irbesartan, SB203: SB203580, PD98:
PD98059, n=3, **: diisiikk glukoz kontrole kars1 p<0,001; #: Ang II’ye kars1 p<0,05.

4.7.2. Yiiksek Glukoz Ortaminda Anjiyotensin II Uyarimh NF-kB, p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK Sinyal Yolaklarinin Nrf2 Diizeyine Etkisi
ATIR blokdrleri telmisartan ve irbesartaninin yiiksek glukoz ortaminda inkiibe edilen

hiicrelerde Nrf2 diizeyine bir etkisinin olmadigi (p>0,05) goriildii. Ayrica Nrf2
diizeyinin ERK1/2 MAPK inhibitorii PD98059 uygulanan grupta, Ang II uygulanan
gruba kiyasla yaklagik %38’lik bir artig sagladig1 goriildii (p<0,05; Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. VDKH’nde yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin Nrf2 diizeyine etkisi. Hiicrelere 100 nM
konsantrasyondaki Ang Il, 48 saat siire ile yiiksek glukoz ortaminda uygulandi. Yiksek glukoz
ortaminda Ang II’nin Nrf2 diizeyini anlaml diizeyde degistirmedigi belirlendi. PD98059 varliginda ise
Nrf2 artisinin meydana geldigi belirlendi. Veriler X + SEM olarak ifade edildi. Tel: telmisartan, Irb:
irbesartan, SB203: SB203580, PD98: PD98059, n=3, #: Ang II’ye kars1 p<0,05.
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5. TARTISMA

Ulkemizin de aralarida bulundugu gelismekte olan ve gelismis toplumlarda yiiksek
mortalite ve morbiditeye sahip hastaliklarin basinda hipertansiyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve diyabet ilk siralarda yer almaktadir. Yapilan projeksiyonlarda ilerleyen
yillarda bu hastaliklarin ve iligkili patolojilerin diinya genelinde prevalansinin artacagi
ve daha ciddi boyutlara ulasacagi Ongoriilmektedir (IDF, 2017; WHO, 2018).
Hipertansiyon ve diyabetle iligkili vaskiilopatilerin kesisim noktasinda bulunan
Ogelerden biri de damar yapisinda meydana gelen yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerdir. Damar yapisinda bulunan ve vaskiiler patolojilere aktif katki sunan
hiicresel elemanlarin en 6nemlilerinden birisi vaskiiler duz kas hiuicreleridir ki, bu
sebeple uzun yillardir arastirma konusu olmustur. VDKH’nde aktive ettigi sinyal
yollar1 tizerinden bu hiicrelerin proliferasyon, migrasyon, kontraktilite ve apoptozis
gibi siireglerine katki saglayan en 6nemli etkenler arasinda Ang II ve hiperglisemi yer
almaktadir. Ang II, RAS’1n efektor peptididir ve ana gorevi olan vazokonstriksiyon ve
kan basmncinin diizenlenmesinden bagimsiz olarak inflamasyon, endotel
disfonksiyonu, ateroskleroz, hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezliginde rol alir
(Mehta ve Griendling, 2007; Libby ve ark., 2011). Son yillarda yapilan galismalarda
gosterildigi lizere hipergliseminin yol agtig1 dikarbonil stresi ve artan MGO diizeyi,
VDKH’nin patolojik siireglere katkisinda énemli rol oynar. Hiperglisemi durumunda
artan glikolitik aktivite sonucunda, glikoliz yan {iriinii olarak ortaya ¢ikan MGO diizeyi
yiikselmekte ve insiilin rezistansi, hipertansiyon, ateroskleroz ve diyabetik mikro
komplikasyonlara katkida bulunmaktadir. MGO detoksifikasyonu saglayan glioksalaz
sistemi bilesenlerinden Glol enzimi aktivitesi ve ekspresyonunda azalma da yine

artmis MGO diizeylerine yol agmaktadir (Nigro ve ark., 2017).

MGO’nun RAS sistemine etkisini inceleyen Dhar ve ark.’nin ¢calismasinda fruktozla
16 hafta boyunca beslenen Sprague Dawley si¢anlarda, artmis kan basinciyla beraber
MGO derisimi ve RAS bilesenlerinin diizeylerinde artis saptanmistir. Bu sicanlarin
aortasinda Ang II ve ATIR ekspresyonunun mRNA ve protein seviyesinde yaklagik 2
kat, bobrekte ise yaklagik 1,5 kat arttigi bu ¢alismada bildirilmistir (Dhar ve ark.,
2013). Ayni arastirma grubunun bir diger ¢alismasinda ise erkek Sprague Dawley
sicanlara 4 hafta boyunca mini pompa yardimiyla siirekli MGO inflizyonu

yapildiginda ilk bahsettigimiz c¢aligmalarindaki bulgulara oldukca benzer bulgulara
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ulastiklarini bildirmislerdir. Siganlara MGO infiizyonu aortada ve VDKH’nde MGO
diizeyi, kan basinci, plazma katekolaminlerinde (norepinefrin, epinefrin ve dopamin),
plazma anjiyotensin, renin ve aldosteron konsantrasyon artigi ile sonuglanmustir.
Ayrica bu ¢alismada sigan torasik aorta diiz kas hiicre hatt1 (primer olmayan A 10 hiicre
hatt1) ile yapilan deneylerde 24 saat MGO uygulamasmin (30 uM) veya yiiksek
glukozun VDKH’nde ATIR ekspresyonu, anjiyotensinler (total olarak I, II ve III),
anjiyotensinojen ve aip reseptor ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Dhar ve ark.,
2014). MGO’nun hipertansiyon gelisimine katk1 yaptigini sdyleyen pek ¢ok yayin olsa
da mekanizma Kkesin olarak aydinlatilmis degildir. Sorumlu mekanizmalardan biri
Vasdev ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢alismada bildirildigi tizere MGO’nun vaskiiler
Ca?* kanallarina baglanmak suretiyle intraseliiler sitozolik Ca?* konsantrasyonunu
yiikseltmek olabilir (Vasdev ve ark., 1998). MGO uyariml:t hipertansiyonda bir diger
olas1 mekanizmanin ise oksidatif stres olabilecegi Wang ve ark.’nin yaptigi calismada
bildirilmistir. Bu ¢aligmalarda normotansif WKY si¢anlara kiyasla spontan hipertansif
sicanlarda artmis oksidatif stres ve AGE ile birlikte artmis MGO diizeyleri paralel
bulunmustur. Dolayisiyla artmig MGO seviyesi artmig ROS ve AGE olusumuna yol
acabilmekte ve hipertansiyon gelisimine neden olabilmektedir. Artmig ROS diizeyleri,
tamam1 hipertansiyon gelisimine katkida bulunan endotel disfonksiyonu, VDKH
hipertrofisi ve hiperplazisi gibi yapisal ve fonksiyonel degisikliklere agabilir (Wang
ve ark., 2004; Wang ve ark., 2005). Diger taraftan Vasdev ve ark.’nin ¢aligmasinda
igme suyunda %0,2-0,8 MGO verilmesi WKY si¢anlarda kan basincini anlaml
diizeyde artirirken, Guo ve ark. ise kendi yapmis olduklar1 caligsmada 4 haftaya kadar
%1 MGO verilen Sprague Dawley si¢anlarda kan basincinda anlamli bir artis
gozleyemediklerini bildirmislerdir. Buna sebep etkenlerden biri olarak da Sprague
Dawley siganlara kiyasla WKY si¢an plazmasinda daha yiiksek Ang II seviyesi
bulunmasi olabilecegini belirtmislerdir ((Vasdev ve ark., 1998; Guo ve ark., 2009).

Yapilan c¢alismalar1 géz Oniine aldigimizda hipertansiyon ve hiperglisemi/MGO
iligkisinin mevcut oldugunu sdyleyebiliriz. MGO’nun RAS aktivasyonu,
hipertansiyon gelisimi ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi iizerine yapilan ¢ok
sayida calisma olsa da Ang II’nin dogrudan MGO detoksifikasyonu yapan glioksalaz
sistemi ve bilesenlerine etkisini inceleyen calismalar cok azdir. Bu baglamda
yaptigimiz ¢aligmada Ang II’'nin VDKH’nde Glol aktivitesi ve enzim diizeyini
baskilayarak MGO diizeyini artirdigini, GSH diizeyini azalttifin1 ve beklenmedik
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sekilde Nrf2 diizeyini artirmasina ragmen bu etkileri gerceklestirdigini belirledik.
Bunun yami sira yiiksek glukozun MGO derisimini artirdigini  ve Glol
baskilanmasinda rol aldigini tespit ettik. Hem Ang II’nin hem de yiiksek glukozun bu
etkilerinde p38 MAPK ve NF-«B sinyal yolaklarinin rol aldigini belirledik.

Primer kiiltiire edilen VDKH’nde diisiik glukoz ortaminda 100 nM derisimde Ang 11
ile 48 saat inkiibasyonun Glo! enzim aktivitesi ve diizeyinde anlamli1 azalmaya neden
oldugunu belirledik. Yiiksek glukozun Glol aktivitesine anlamli bir etkisi
belirlenemezken, yiiksek glukoz ortaminda Ang II'nin (100 nM, 48 saat) Glol
aktivitesi ve diizeyini diisiik glukoz ortaminda oldugu gibi anlamli olarak diistirdiigiinii
gozlemledik (Sekil 4.1 ve 4.4). Miller ve ark. retinal vaskiilopati odaginda yaptiklar
calismada, kiiltiire edilmis sigir retinal endotel ve perisit hiicrelerini Ang II ile
uyardiklarinda (100 nM, 24 saat) her iki hiicre tipinde de Glol mRNA ve aktivitesinde
anlamli diisiis oldugunu, candesartan uygulanmasinin (1 uM) bu diisiisii ortadan
kaldirdigini1 rapor etmislerdir. Yine ayni calismada RAS overekspresyonuna sahip
transgenik Ren-2 si¢anlarda g¢alisilmig, diyabetik Ren-2 siganlarda retinal Glol
aktivitesinin ve Glol mRNA diizeyinin diyabetik olmayan Ren-2 sicanlara kiyasla
daha diisiik oldugu, candesartanin diisen Glo1 diizeyi ve aktivitesini restore ettigi
belirtilmistir (Miller ve ark., 2010). Diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin
(nefropati, retinopati ve noropati) incelendigi pre-klinik ¢aligsmalarda bobrek, retina ve
sinirde Glol aktivitesinin azaldigr ve MG-H1 diizeyinin arttig1 ortaya konmustur
(Barati ve ark., 2007; Karachalias ve ark., 2010; Palsamy ve Subramanian, 2011;
Bierhaus ve ark., 2012). Glo1 aktivitesinin diismesi de Glo1-MGO dengesinin MGO
lehine bozulmasi sonucu MGO diizeyinin yiikselmesi ile sonuglanmaktadir (Nigro ve
ark., 2017). Glo1 aktivitesi GSH gerektirdigi i¢in ortamdaki GSH konsantrasyonunun
Glol1 aktivitesi ile iliskili oldugu sdylenmektedir (Rabbani ve ark., 2016). Dolayisiyla
VDKH’nde sadece yiiksek glukoz uygulamasinin Glol aktivitesinde bir azalma
olmamasimi GSH diizeyi ile acgiklamak miimkiindiir. Ciinkii ¢alismamizda yiliksek
glukoz uyguladigimiz kontrol grubu hiicrelerinde, diisiik glukoz kontrol grubuna gore
daha yiiksek GSH diizeylerini belirledik. Yiiksek glukoz uygulanmasinda GSH
diizeylerinde yaklasik 2 kat bir artis olmasina karsin Glo1 aktivitesinde anlamli bir
artis gdzlenmemistir. Dolayisiyla diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin Glo1 aktivitesini
diistirmesine sebep olarak Ang II ile miktar1 azalan GSH miktar iligkilendirilebilirse

de ¢alismamiz sonuglarina gore yiiksek glukoz ortaminda bu iliski belirlenememistir.
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Bu sonuglar yiiksek glukoz varliginda aktive/inhibe olan diger sinyal yolaklarinin veya

baska faktorlerin de artmayan aktivitede rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Miller ve ark. yaptiklar1 ¢alismada AT1R blokorii olarak candesartan kullanmiglardir
(Miller ve ark., 2010). ATIR blokoérleri temel ortak fonksiyonlari olan kan basincini
diisiirme disinda beklenmedik etkiler yapabilmektedirler. Ornek olarak losartanin
tirikoziirik etkisi ve telmisartanin PPAR-y aktivitesini uyarmasi verilebilir (Dézsi,
2016). Bu ¢alismada ATI1R blokorii olarak telmisartan ve irbesartan kullanilmis ve
birinin digerine herhangi bir {stinligi olup olmadigmin belirlenmesi de
amaglanmistir. Diisiik glukoz ortaminda Ang II uygulanmadan once telmisartan ve
irbesartan verilmesinin Ang II’nin yol agtig1 Glol aktivitesindeki diigiisii ortadan
kaldirdig1 goriilmiis ve Glo1 aktivitesindeki artis yoniinden telmisartan ve irbesartan
arasinda bir fark belirlenememistir. Diger taraftan yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin
neden oldugu Glol aktivitesindeki diisiisii 6nlemede her iki inhibitoriin uygulandigi
grupta da Glol aktivitesinde bir artig goriilse de irbesartan uygulanan grupta bu fark
anlaml1 tespit edilememistir. Benzer bir durum diisiik glukoz ortaminda GSH diizeyini
restore etme bakimindan telmisartan ve irbesartan arasinda bir farklilik olmamasina
karsin, yiiksek glukoz ortaminda Ang II’'nin GSH iizerinde bir etkisi olmasa da
telmisartan varliginda artmis GSH diizeyi belirlenmistir (Sekil 4.8. ve 4.9). Bu bulguyu
daha onceden belirtildigi iizere telmisartanin PPAR-y aktivitesini uyarmasi ve bunun
sonucunda ortamdaki yliksek glukoz varligina bagl oksidatif stresin azalmasiyla

iliskilendirilebiliriz (Descorbeth ve Anand-Srivastava, 2010; Polvani ve ark., 2012).

Calismamizda VDKH’nde Ang Il uygulamasinin (100 nM, 48 s) sadece Glo1 aktivitesi
tizerinde degil enzimin protein diizeyinde ekspresyonunda da etkili oldugunu
gozlemledik. Hem diisiik hem de yiiksek glukoz ortaminda Ang II'nin Glo1 diizeyini
anlaml olarak diistirdiigiinii belirledik. Diislik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II,
Glol diizeyini yaklasik 1,3 kat diisiiriirken tek basina yiiksek glukozun da enzim
miktarini yaklasik 1,25 kat diisiirdiigiinii belirledik (Sekil 4.4). Miller ve ark.’nin
yapmis oldugu ¢aligmada sigir retinal endotel ve perisit hiicrelerinde Ang II’'nin Glo1
ekspresyonu lizerinde baskilayici oldugunu belirtmisler fakat bunu mRNA diizeyleri
tizerinden gostermislerdir (Miller ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda ise Ang II’nin
Glol enzim miktarin protein seviyesinde de azalmis oldugu ortaya konmustur.

Diisiik glukoz grubunda telmisartan ve irbesartan enzim diizeyini artirmis
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gbziikmesine karsin irbesartana bagli artis anlamli bulunmazken (Sekil 4.5), yiiksek
glukoz grubunda her iki blokor de Ang I uyarimli Glo1 protein diizeyindeki dusiisii
anlaml sekilde diizeltmistir (Sekil 4.6). Bu artis yoniinden yiiksek glukoz grubunda
telmisartan ve irbesartan arasinda anlamli fark olmasa da telmisartanin Glo1 protein

diizeyini bir miktar daha fazla artirdig1 goriilebilmektedir (1,2 kat).

Glol aktivitesinde ve enzim miktarindaki azalma MGO artisi ile sonuglanmaktadir.
Hiicrede MGO birikimi protein glikasyonuna neden olmakta ve fizyolojik olarak en
¢ok bulunan ve en 6nemli iirlinlerden biri olan MG-H1 olusumuna neden olmaktadir.
Dolayistyla MG-H1 6l¢iimii dogrudan MGO diizeyini yansitmaktadir. Calismamizda
diistik glukoz ortaminda Ang I (100 nM, 48 s) uyguladigimiz hiicrelerde artmig MG-
H1 diizeyleri belirledik. Dolayisiyla Ang II uyarimli Glol aktivitesi ve enzim
miktarindaki azalma MGO diizeyini artirarak MG-H1 seviyesini artirmistir. Yiiksek
glukozun da tek basina MG-H1 diizeyini artirmaya yeterli oldugunu calismamiz
sonucunda belirledik. Yiiksek glukoz varliginda Ang II artmis MG-H1 diizeylerini
anlamli olarak daha fazla artiramamistir. Fakat diisiik glukoz ortaminda yiiksek
glukozun artirdigit MG-H1 seviyelerine benzer bir artis saglamistir. Miller ve ark.’nin
calismasinda RAS aktivasyonuna sahip Ren-2 si¢anlarla yapilan deneylerde diyabetik
olmayan Ren-2 siganlara kiyasla diyabetik Ren-2 siganlarda Glo1 aktivitesi ve mRNA
diizeyleri daha diisiik bulunmus, MGO glikasyonu ile olusan MGO-AGE diizeyi ise
daha yiiksek saptanmistir. Ren-2 siganlarla mukayese etmek i¢in Sprague Dawley
siganlar kullanilmig ve bu siganlar diyabetik ve diyabetik olmayan olarak iki gruba
ayrildiginda diyabetik Sprague Dawley siganlarda Glol mRNA diizeyleri daha diisiik
saptanmig fakat anlamli olmadigi belirtilmistir. Sprague Dawley siganlarin Glol
aktivitesi ve  MG-H1 diizeyleri hakkinda ise bu calisgmada herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin yol actigt MG-H1 artis1
telmisartan ve irbesartan varliginda azalmistir. Aslinda yiiksek glukoz ortaminda da
Ang Il az miktarda da olsa MG-H1 miktarini artirmis, telmisartan ve irbesartan bu
etkiyi ortadan kaldirmig goziikse de istatistiksel olarak anlam tespit edilmemistir. Ang
II uyarmmiyla gerek Glol aktivite ve enzim miktar1 gerek MG-H1 diizeyine
baktigimizda ATIR blokorleri telmisartan ve irbesartan varliinda Ang II’nin
etkilerinin ortadan kalktigin1 gérmekteyiz ki bu durum olaym ATIR aktivasyonu

lizerinden gergeklestigini gostermektedir. Sonug¢ olarak calismamiz kapsaminda
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VDKH’nde Ang I'nin Glol aktivite ve protein diizeyini diisiirdigliini MG-H1

Ol¢timlerimiz dogrulamaktadir.

Glioksalaz 1 aktivite ve ekspresyonu fizyolojik olarak yaslanma ile birlikte
azalmaktadir. Glol diizeyi ile yasam siiresi arasindaki iliski Caenorhabditis
elegans’da yaptiklar1 ¢alismayla Morcos ve ark. tarafindan gosterilmistir (Morcos ve
ark., 2008). Bu gozlem daha sonra kemirgenlerde yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir
(Ikeda ve ark., 2011; Fleming ve ark., 2013; Gu ve ark., 2014). Yaslanmayla birlikte
farelerde vaskiiler RAS degisikliklerini inceleyen Yoon ve ark., 2 ve 12 aylik olanlara
kiyasla 24 aylik farelerde anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) ve Ang II
diizeylerinde artis oldugunu ortaya koymuslardir (Yoon ve ark., 2016). Yaslanmayla
azalan Glol aktivitesi ve ekspresyonu disinda diyabette goriilen yliksek MGO
diizeylerinde daha farkli bir mekanizma oldugu agiktir. Hiperglisemiye bagli ROS
artisinin RAGE ve ligandlarinin ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Yao ve
Brownlee, 2010). RAGE aktivasyonu oldugunda Glol ekspresyonu negatif olarak
regiile edilmektedir (Rabbani ve ark., 2014). Hiperglisemiye bagh olarak RAGE
aktivasyonu oldukc¢a uzun siireli (> 1 hafta) NF-kB aktivasyonu ile sonuglanmaktadir
(Bierhaus ve ark., 2001). Hiperglisemiye benzer sekilde Ang II'nin de RAGE
ekspresyonunu artirdigit hem podositlerde ve VDKH’nde hem de farelerde
gosterilmistir (RAGE aktivasyonu ERK1/2 MAPK iizerinden Ang II miktarin1 da
artirmaktadir) (Koka ve ark., 2006; lhara ve ark., 2007; Ruster ve ark., 2009). Yine
hiperglisemiye benzer sekilde Ang II’nin NF-xB aktivasyonu yaptig1 da bilinmektedir
(Wolf ve ark., 2002; Zahradka ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2005; Zhang ve ark.,
2005). NF-kB yaslanma ile iligkili oldugu gibi inflamatuvar yanitin da hiicresel dnemli
bir elemanidir. Hiperglisemi, yaglanma ve aterosklerotik siireglere katkida
inflamatuvar rolii, ayrica Ang II sinyalizasyonu ile aktive olmasi sebepleriyle
calismamizda NF-«B roliinii sorgulayarak Ang II’nin Glo1 aktivite ve ekspresyonunu

baskilamasindaki mekanizmalar1 anlamaya calistik.

NF-xB immiin sistemin homeostazi ve inflamatuvar yanitin ana diizenleyicisi olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. RelA/p65, c-Rel, p50 ve p52 birimlerinin bir araya
gelmesiyle farkli hetero ve homodimer yapilari olustururlar. p65 alt {initesi
transaktivasyon bolgesi icerir ve bu sayede fosforilasyona aciktir. Bu

fosforilasyonlarin dogrudan NF-«B aktivasyonu ile iligkisi vardir. NF-xB aktivasyonu

75



ve sonrasinda gerceklesen hedef genlerin transkripsiyonu NF-«kB alt iinitelerinin
ekspresyonu ile diizenlendigi kadar, gerceklesen fosforilasyonlarla da diizenlenir. p65
alt {nitesinde 536 no’lu serin (S536) fosforilasyonu NF-kB’nin artmis
transaktivasyonu ile sonuglanir. Bulgularimizda diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin
ve tek basina yliksek glukozun NF-kB p65 alt iinitesinde S536 fosforilasyonunu
yaklagik 2 kat artirdigini belirledik (Sekil 4.13). AT1R blokdrlerinin bu fosforilasyonu
baskiladigin1 belirleyerek de olaymn ATIR aktivasyonu iizerinden gergeklestigini
gostermis olduk (Sekil 4.14). Sonuglarimiz yukarida bahsi ge¢cen Ang II ve yiiksek
glukoz uyarimli NF-«xB aktivasyonunu gosteren ¢alismalarla uyumludur (Wolf ve ark.,
2002; Zahradka ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2005; Huang ve Siragy, 2010). Kim ve
ark.’nin yaptiklar1 calismada yaslanmayla birlikte ATIR ve Ang II ekspresyonunun
arttigini, artan Ang II’nin ise NF-xB p65 S536 fosforilasyonu yaptigini ortaya
koymuslardir. Bu gozlem yaslanmayla birlikte ekspresyonu azalan Glol
ekspresyonunda NF-«kB roliinii gosterdigi gibi, bulgularimizla yan yana getirildiginde
Ang II’'nin NF-xB aktivasyonu yaparak Glol aktivite ve ekspresyonunu azaltmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu gozlemler diyabetlilerde yiiksek glukoz varligina
bagl olarak artmig MGO seviyeleri ve yine yiiksek glukozun aktive ettigi NF-xB
aktivasyonu lzerinden gergeklesen Glol ekspresyon ve aktivitesinin azalmasi ile
iligkili olabilecegi sonucunu dogurmaktadir. JSH-23, NF-xB transkripsiyonel
aktivitesini baskilayan bir ajandir. NF-kB p65 alt {initesinin niikleusa gogiinii
engelleyerek bu islevi gergeklestiren bir translokasyon inhibitériidiir (Shin ve ark.,
2004). JSH-23 uygulanan VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Glol
aktivitesi etkilenmezken, her iki grupta da yaklasik 2 kat ekspresyon artig1 belirledik.
Bu gozlem de Ang II’nin NF-«B aracili olarak Glo!1 ekspresyonu iizerinde baskilayici

bir etkisi oldugunu 6nermektedir.

Ang II’'nin p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK fosforilasyonuna/aktivasyonuna neden
oldugunu hem bizim daha 6nceki ¢aligmalarimiz, hem de diger arastirmacilar ortaya
koymustur (Natarajan ve ark., 1999; Kirca ve ark., 2017; Kirca ve Yesilkaya, 2018).
Mevcut ¢aligma kapsamindaki verilerimiz Ang II ve yiiksek glukozun p38 MAPK ve
ERK1/2 MAPK aktivitesini uyardig1 (dogrudan dl¢iimiinii yapmamis olsak da) ve bu
aktivasyonlarin da NF-«xB p65 S536 fosforilasyonunu artirdigini géstermektedir (Sekil
4.14). Ang II’'nin p65 S536 fosforilasyonundan bagimsiz olarak total p65 diizeyini

nasil etkiledigi sorusuna yanit aradigimizda, Ang II’nin diisiik ve yiiksek glukoz
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ortaminda total p65 seviyesini etkilemedigini belirledik. Fakat tek basina yliksek
glukozun total p65 ekspresyonunu yaklasik 2 kat artirdigini belirledik. Diisiik glukoz
ortaminda Ang II uyarimh p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK aktivasyonunun p65
ekspresyonu iizerinde anlamli bir etkisi tespit edilemese de, yiiksek glukoz ortaminda
bu etkinin anlamli diizeyde oldugunu belirledik. Bunun nedeni ise yliksek glukoz
ortaminda Ang Il uygulanmasinin, p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK aktivasyonunun
hem yliksek glukoz hem de Ang II’nin kendisi tarafindan uyarilmasi sonucunda diisiik
glukoz ortamindaki aktivasyondan ¢ok daha kuvvetli bir aktivasyonun gergeklesmis
olma ihtimalidir. Keza Ang II ve yiiksek glukozun p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK
aktivasyonundaki roliinii inceleyen Natarajan ve ark. yapmis olduklari c¢alismada
VDKH’nde Ang II’nin ve yiiksek glukozun ayr1 ayr1 p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK
aktivasyonu yaptiklarini, bu aktivasyonunun yiiksek glukoz ortaminda Ang II
uygulandiginda daha giiglii oldugunu ortaya koymuslardir (Natarajan ve ark., 1999).
Glol miktarmin diisiik glukoz ortaminda p38 MAPK inhibisyonu yapildiginda
arttigini, yliksek glukoz ortaminda ise p38 MAPK ve ERK1/2 MAPK inhibisyonu
yapilan her iki grupta da arttifini, enzim miktarindaki artisin p38 MAPK inhibitorii
verildiginde daha belirgin oldugu gozlemledik. Bunun nedeni ise Natarajan ve ark.
yapmis olduklar1 ¢alismada goriilebilecegi iizere yiiksek glukoz indikli ERK1/2
aktivasyonunun p38 MAPK’a kiyasla daha erken baslamasi ve daha erken sonlanmasi

olabilir. p38 MAPK aktivasyonu ise daha uzun siirede gerceklesiyor géziikmektedir.

NF-kB ve p38 MAPK yolaklarinin inhibe edilmesiyle diisiik glukoz ortaminda Glol
aktivitesinin artisi, bu yolaklarin inhibitorlerinin verildigi durumda (Sekil 4.2)
intraseliiler GSH konsantrasyonu artisi ile iligkili olabilir. Diisiik glukoz ortaminda
GSH derigimini azaltan Ang II, NF-xB ve p38 MAPK inhibe edildiginde aym
performans1  sergileyememistir. Ang II  varhiginda VDKH’nde GSH
konsantrasyonundaki azalma intraseliiler oksidatif stresin artmasiyla iliskili olabilir.
Ang II’'nin Nox aktivasyonu ile siiperoksit olusumunu artirdig1 en basta Griendling ve
ark. tarafindan, sonrasinda diger arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Griendling ve
ark., 1994; Nguyen Dinh Cat ve ark., 2013). Biz de daha 6nceki ¢alismalarimizda Ang
I’nin ROS’u artirdigim1 ve Nox iizerinden Ang II’'nin p38 MAPK aktivasyonu
yaptigini da belirlemistik (Caglar ve ark., 2012; Oguz ve ark., 2017). Ek olarak artmis
ROS diizeyinin NF-«xB aracili transkripsiyonu artiracagi da ifade edilmistir. Bu tablo
calismamizdaki diisiik glukoz ortaminda VDKH’nde NF-«B ve p38 MAPK
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inhibisyonu gerceklestiginde hiicresel GSH derisiminin artmasi (Sekil 4.8) ve buna
bagl olarak Glol aktivitesinin restore oldugu, verilerimizle uyum igerisindedir.
Yiiksek glukoz ortaminda bu durumun goézlenememesinin sebebi ise GSH
konsantrasyonu yiikselmis olsa bile Glo1 ekspresyonu azaldigi i¢in Glo1 aktivitesinin
diismesi olarak yorumlanabilir. Ang II’nin GSH derisimini azalttigini ve olayin ATIR
aracili gerceklestigini gosteren baska ¢aligmalar da mevcuttur (Desideri ve ark., 2003;
Doughan ve ark., 2008; Babu ve ark., 2016). Bu ¢alismalarda daha kisa siire (4-18
saat) Ang Il uygulanmasinin GSH diizeyine etkisi gosterilmisken, calismamizda 48
saat Ang Il uygulamasimin da GSH diizeyini diisiirdiigiinii diger ¢aligmalarla uyumlu

olarak ortaya koyduk.

Yiiksek glukoz-GSH iliskisini inceleyen calismalara baktigimizda bu iliskinin
karmasik oldugunu, yiiksek glukozun insan ve sigan VDKH’nde intraseliiller GSH
konsantrasyonunu azalttigini belirten veriler oldugu gibi (Tachi ve ark., 1998; Hattori
ve ark., 2000), endoteliyal hiicrelerde GSH derisiminin yiiksek glukozdan
etkilenmedigini belirten (Kashiwagi ve ark., 1994) ve insan VDKH’nde yiiksek
glukozun total ve reditkte GSH derisimini etkilemedigini bildiren (Peir¢6 ve ark., 2016)
calismalar mevcuttur. Biz ise c¢alismamizda yiliksek glukozun GSH derisimini
artirdigini belirledik (Sekil 4.7). Bu gozlem yiiksek glukoz ortaminda Ang II uyarimh
Glo1 ekspresyonundaki azalma ve ortamda MGO konsantrasyonunun artigina bagh
olarak Glo1 aktivitesini artirmak icin hiicrelerin adaptif olarak GSH diizeyini
yiikseltmek yoniinde c¢aba gostermis olabileceklerini diisindiirmektedir. Yiiksek
glukozun GSH diizeyini artirmasi diger caligmalarla uyumlu goziikmese de yiliksek
glukozun Nrf2 ekspresyonunu artirdigini belirledigimiz verimiz (Sekil 4.19) de GSH
artisin1 destekler niteliktedir. Hiicrede antioksidan yanitin ana diizenleyicisi olarak
kabul edilen ve antioksidan enzimlerin transkripsiyonunu diizenleyen, kendisi de bir
transkripsiyon faktorii olan Nrf2 ile GSH arasinda dogrudan bir iliski kurmak
miimkiindiir ve Nrf2 aktivasyonunda GSH artis1 beklenebilir. Zira hem bunu destekler
nitelikte ¢calismalar mevcuttur (Suh ve ark., 2004; Ha ve ark., 2006; Johnson ve ark.,
2008; Harvey ve ark., 2009; Steele ve ark., 2013) hem de Nrf2’nin transkripsiyonunu
indiikledigi hedef genlerden biri de GSH sentezindeki hiz kisitlayici basamagi
katalizleyen y-Glutamilsistein ligaz (GCL) enzimidir (Baird ve Dinkova-Kostova,
2011).
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Nrf2 knockout farelerde GSH sentezi ve iligkili enzim miktarlar1 diismekte, sonugta
embriyonik letal bir tablonun ortaya ¢iktigr bildirilmistir (Y. Chan ve Kwong, 2001,
Abdul-Aziz ve ark., 2015). Ayrica Nrf2 artis1 ve GSH indirekt iliskisini destekler
nitelikteki ¢alismalardan birinde Chen ve ark. yine Nrf2 knockout fare karacigerinde
GSH biyosentezi, rejenerasyonu, faydalanimi ve transportu ile iligkili genlerde azalmis
ekspresyon tespit etmislerdir. Yine bu ¢aligmada kan GSH degerlerinde de bir diisme
gozlenmektedir (Chen ve ark., 2016). Jiang ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada
diyabetik nefropatili hastalarin biyopsi Orneklerinde ve streptozotosin uyarimli
diyabetik nefropati olusturulan farelerde Nrf2 hedef genlerinin artisini bildirmislerdir
(Jiang ve ark., 2010). Ayrica 48 saat yiiksek glukoz uygulamasmin Nrf2
ekspresyonunu artirdigi primer kiiltiire sigan Miiller hiicrelerinde gosterilmistir (Jiang
ve ark., 2012). Interlokin-1p nin (IL-1B) artistnin p38 MAPK ve NF-«xB aktivasyonu
ile gergeklestigini bildiren Tran ve ark.’nin ¢alismasinda 24 saatlik inkiibasyon
sonucunda GSH diizeyinin artis1 da goriilmektedir. Yine bu ¢aligmada IL-1f"ya bagh
olarak ROS seviyesi de artmustir (Tran ve ark., 2004). Buradan yola g¢ikarak
calismamizin sonuglari intraseliiler ROS artisinda, GSH diizeyi olusan oksidatif stresi
kompanse etmek icin uyarilan Nrf2 artisina paralel olarak artis gosterebilecegini
onermektedir. Ayrica diisiik glukoz ortaminda GSH ve Nrf2 i{izerinde NF-kB ve p38
MAPK etkisini, yliksek glukoz ortaminda ise GSH iizerine p38 MAPK etkisini
belirledik. Bu gozlemlerimiz literatiirde onerilen mekanizmalarla (Zipper ve Mulcahy,
2000; Lewis ve ark., 2015) uyumludur.

Verilerimizde Nrf2 konsantrasyonlarina baktigimizda Ang II’'nin yiliksek glukoz gibi
Nrf2 diizeyini artirdigir goriilebilir. Dogrudan Ang II'nin Nrf2 ile iligkisine
baktigimizda aslinda burada da birbirinden farkli sonuglar gérmekteyiz. Kang ve
ark.’nin renal epitel hiicrelerinde 24 ve 48 saat Ang Il uygulanmasina miiteakip Nrf2
ve iligkili gen ekspresyonunda diisme ortaya koymuslardir (Kang ve ark., 2011). Diger
taraftan Parga ve ark. ise 24 saat Ang Il uygulamasinin farkli néronal hiicre hatlarinda
Nrf2 ve iligkili gen ekspresyonlarinin azalmayip, aksine arttigin1 ortaya koymuslardir.
Ayrica bu gézlemi in vivo olarak da tespit etmislerdir (Parga ve ark., 2018). Ang II’nin
etkisini inceleyen pek c¢ok caligmada genellikle 100 nM konsantrasyon tercih
edilmektedir. Parga ve ark.’nin galismasi 24 saat 100 nM Ang II uygulamasina
dayanirken, Kang ve ark.’nin ¢aligmasi1 24 ve 48 saat 2-4 uM Ang II uygulamasini
icerir ki bu oldukga yiiksek bir doz kabul edilebilir (20-40 kat). Biz de ¢alismamizda
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100 nM dozu tercih ederek 48 saat 100 nM Ang II uygulamasi yaptigimizda Nrf2
ekspresyonunun arttigini tespit ettik ki Parga ve ark. gézlemi ile uyum gostermektedir.
Sonuglarimizda yiiksek glukozun Nrf2’yi Ang II’den daha fazla artirdigim
gormekteyiz. Diger taraftan diisiik glukozda Ang II, GSH derisimini diistiriirken,
yiiksek glukoz ortaminda anlamsiz da olsa kontrole kiyasla bir miktar daha GSH
derisimini artmaktadir. Bu gozlemi ise Ang II’nin tek basina daha alt seviyede bir
oksidatif stres olusturdugunu ve bunun sonucunda ilk etapta mevcut intraseliiler
GSH’da bir diismeye neden oldugunu, daha yiiksek bir oksidatif stres durumunda ise
oksidatif strese karsi koymak adina hiicrenin GSH ile iliskili gen aktivasyonu

tizerinden GSH miktarini artirmis olabilecegi yorumu yapilabilir.

Kanser hiicreleri ile VDKH nin sinyal iletiminde ve bulunduklari ¢evreye yanitlarinda
kesigim kiimeleri bulunmaktadir (Marsboom ve Archer, 2008). Yiiksek glukoz
ortaminda artan proliferasyonlari, her iki hiicre grubunda da bu durumun istenmemesi
ve yiiksek glukoz varlig1 ya da biliylime faktorii (ya da Ang II gibi biiyiime faktorii
etkisi yapan) etkisinde proliferasyonla iligkili sinyal yolaklarinin aktivasyonu bunlara
ornek verilebilir (Duan ve ark., 2014). Kanser hiicrelerinin hiicre i¢i ROS artis1 ve
apoptozisin uyarilmasi ile 6lmesi miimkiindiir ki anti kanser ilaclarin bir kisminin
mekanizmasi buna dayanmaktadir (Yang ve ark., 2018). Bu sebeple pek ¢ok kanser
hiicresinde artmig ROS bulunurken ayni zamanda artmis antioksidan protein
ekspresyonuyla da antioksidan yaniti uyararak hiicre ici ROS diizeyini diisliriip
proliferasyon yolunu tercih ederken, apoptozise giden yolu bloke edebilir (Liou ve
Storz, 2010; Kumari ve ark., 2018). Ang II uyarimiyla Nrf2 ekspresyonundaki artis
belki de bu sekilde diisiinmek daha mantiklidir. Diger yandan ¢aligmamiz kapsaminda
olmayan faktorler (RAGE ve HIF-1a ekspresyonu gibi) de Ang II indiikli Glol

aktivite ve ekspresyonunda etkili olabilir.

Ang II'nin RAGE ekspresyonunu artirdigini ve Glo1’in RAGE tarafindan negatif
olarak regiile edildigini daha 6nceki boliimlerde bahsetmistik. Ayrica Glol HIF-1a
tarafindan da negatif olarak regiile edilmektedir ki Ang II'nin HIF-1a indiiksiyonu
yaptigi hem VDKH’nde hem bagka hiicrelerde gosterilmistir (Richard ve ark., 2000;,
Pagé ve ark., 2002; Wolf ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005) ve VDKH’ndeki HIF-
lo’nin kan basincinin diizenlenmesinde rolii oldugu da belirtilmistir (Huang ve ark.,

2013). Ang II uyarimlhi ve HIF-1a aracili vaskiiler yeniden modellenmede (Imanishi
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ve ark., 2014) negatif regiile edilen Glo1 aktivite ve ekspresyonu da etkili olabilir.
Fakat RAGE aktivasyonu ve HIF-1a indiikksiyonunun da NF-kB ile iliskili oldugu

bilinmektedir.

Ang II ve yiiksek glukoz uygulamasi bir yandan Nrf2 ekspresyonunu artirir ve sonugta
Nrf2 ekspresyon artigsina bagl olarak Glo1 ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artis
beklenir. Ciinkii Glol sentezini saglayan gen dizisinde Nrf2 baglanma bolgesi
mevcuttur. Fakat boyle bir artig goriilmedigi gibi Ang II ve yiiksek glukoz varliginda
Glol ekspresyonunda azalma gozledik. Ang II’nin etkiledigi pek ¢ok sinyal yolu
mevcuttur ve bunlardan olan p38 MAPK ve NF-kB p65 aktivasyonu ile Glol
ekspresyonunu baskiladigin1 saptadik. Calismamizin sonuglari Ang II uyarimiyla
gerceklesen NF-kB p65 ve p38 MAPK’1in Glol ekspresyonunda etkili olabilecegini
ortaya koymaktadir. Chen ve ark. da yaptiklar1 ¢alismada ERK1/2 MAPK aracili NF-
kB aktivasyonuyla Glol ekspresyonunun baskilanabilecegi bir mekanizma
onermislerdir (Chen ve ark., 2015). Nigro ve ark.’nin oldukga yeni olan ¢alismalarinda
Glol ekspresyonu baskilandiginda (knock-down) artmis NF-xB p65 diizeyleri
belirlenmistir (Nigro ve ark., 2019). Bu gbzlemler bulgularimizda yer alan artmis NF-

kB p65 diizeyleri ve azalmig Glo1 ekspresyonu ile paralellik arz etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada si¢an aortasindan izole edilen ve primer kiiltiirii yapilan vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II (48 saat, 100 nM)
uygulamasinin Glo1 aktivitesi, Glo1 ekspresyonu, intraseliiler GSH ve MGO derisimi
(MG-H1 olarak), NF-kB p65 {initesi ekspresyonu ve S536 fosforilasyonu ile Nrf2

ekspresyonu iizerine etkisi incelenmistir.

Deneyler sonucunda VDKH’nde diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin Glol
aktivitesini diistirdiigii belirlendi. Diislik ve yiiksek glukoz ortaminda Ang II’nin ve
ayrica tek basina yliksek glukozun Glol ekspresyonunu baskiladigi goriildi. Ang II
uyarimli aktivite ve ekspresyon azalmasinin AT1R aracili ger¢eklestigini, telmisartan
ve irbesartan varliginda bu etkilerin ortadan kalktig: tespit edildi. Ayrica Ang II ve
yiiksek glukozun neden oldugu Glo1 ekspresyonundaki azalmada NF-kB p65 ve p38
MAPK aktivasyonu gerceklestigini ve bu aktivasyon sayesinde Glol ekspresyonunun
diistiigii belirlendi. Glo1 aktivite ve ekspresyonunun azaldigi durumlarda intraseliiler
MGO konsantrasyonunun arttig1 goriildii. Diislik glukoz ortaminda Ang II’'nin GSH
derigimini disiirdigi, yiiksek glukoz ortaminda bu etkinin olmadigi ve yiiksek
glukozun GSH konsantrasyonunu artirdig1 belirlendi. Diisiik glukoz ortaminda Ang II
indiiklii GSH diistisiiniin AT1IR aracili gergeklestigi ve olayin NF-kB ve p38 MAPK
aktivasyonu aracili gergeklestigi tespit edildi. Yiiksek glukoz ortaminda telmisartanin
beklenmedik bir GSH artisina yol actigi ve p38 MAPK aktivasyonuna bagli GSH

derisimi azalmasi gozlemlenirken, diisiik glukoz ortaminda NF-kB etkisi gozlenmedi.

Yiiksek glukozun ve diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin hiicresel MGO derigimini
artirdigl, Ang II’nin etkisini ATIR {izerinden gosterdigi belirlendi. Ang II indiiklii
MGO artisinda diisiik ve yiiksek glukoz ortaminda p38 MAPK aktivasyonunun 6nemli
oldugu gozlendi. Diisiik glukoz ortaminda Ang II’nin ve bundan bagimsiz olarak
yiiksek glukozun NF-kB p65 biriminde S536 fosforilasyonunu artirdigi, Ang II
indiiklii fosforilasyonun ATIR aracili oldugu ve bu fosforilasyonda Ang II indiikli
p38 ve ERK1/2 MAPK aktivasyonu tespit edildi. Diistik ve yiiksek glukoz ortaminda
Ang II’nin NF-xB p65 ekspresyonuna etkisi belirlenemezken, yiiksek glukozun p65
ekspresyonunu artirdigi ve bu artista yine p38 ve ERK1/2 MAPK aktivasyonunun rolii
oldugu ortaya ¢ikartildi. Ayrica diisiik glukozda Ang II’nin ve ayrica yiiksek glukozun
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tek basina Nrf2 miktarimi artirdigi belirlendi. Ang II’nin bu etkisinde AT1R nin araci
oldugu, olayda p38 ve ERK1/2 MAPK aktivasyonu da gerektigi tespit edildi. Ayrica
NF-xB translokasyonu inhibe edildiginde Nrf2 derisiminin artis1 ortaya konuldu.
Yiiksek glukozun indiikledigi Nrf2 artisinda ise p38 MAPK rolii belirlenemezken,
ERK1/2 MAPK aktivasyonun rolii oldugu tespit edildi.

Bu bilgiler 1s181inda Ang II’nin gerek sistemik olarak ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler
hastaliklara yol agabilen vaskiiler patolojilere katkida bulunmasi, gerek damar
yapisindaki vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerinde proliferasyon ve inflamasyonu
uyarmast  gibi etkilerine ek olarak, obeziteden yaslanmaya, diyabetik
komplikasyonlardan kardiyovaskiiler hastaliklara kadar pek ¢ok zararli etkisi
gosterilmis olan MGO konsantrasyonunu artirdigini mevcut calismamizla ortaya
koymus olduk. Ayrica diyabetlilerde konsantrasyonu 4-5 kat artmis olan MGO’nun
VDKH nin yiiksek glukoza maruz birakilmasi sonucunda arttigini ve bu artista MGO
detoksifikasyonundan primer sorumlu Glioksalaz 1 enziminin azalan ekspresyonu
oldugunu da belirledik. Boylelikle diger aragtirmacilar tarafindan MGO indiiklii RAS
aktivasyonu, AT1R ve Ang Il ekspresyon artigini ortaya koyarak glioksalaz sisteminin
RAS {izerine etkisini gosterdikleri ¢aligmalara ek olarak biz de bu calismayla RAS
sistemi efektor peptidlerinden Ang II’nin glioksalaz sistemi ana enzimi Glo1 {izerinde
negatif diizenleyici oldugunu ortaya koyarak MGO-RAS veya glioksalaz sistemi-RAS

iligkisinin tek tarafli olmadigini, ¢ift yonlii olabilecegini gdstermis olduk.

Calismamizin amaglarindan birisi de kullanilan ATI1R blokorleri telmisartan ve
irbesartan arasinda bir karsilastirma sunmak ve varsa birinin digerine {istiin yonlerini
ortaya ¢ikarmakti. Genel olarak aralarinda anlamli bir fark gozlenmese de ytliksek
glukoz ortaminda telmisartanin intraseliller GSH seviyesini yiikseltmesi ve Glol
aktivitesini artirmasi, diisiik ve yliksek glukoz ortaminda Ang II’nin etkilerini
antagonize etmede irbesartana kiyasla bir adim One geg¢mektedir. Dolayisiyla
hipertansiyon tedavisi alan diyabetli bireylerde veya pre-diyabetlilerde telmisartan
kullanim1 daha faydali olabilir. Tablo 6.1°de diisiik glukoz ortaminda, Tablo 6.2°de ise

yiiksek glukoz ortaminda elde edilen toplu sonuglar sunulmustur.
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Tablo 6.1. Diisiik glukoz ortamindaki toplu sonuglar.

Diisik | Glol M('31|(01 GSH '\ﬂ& Fosfo p65 Togg' N2
Glukoz | aktivitesi (n‘ /:na“ Derisimi | o | (S536) (F’ % | (pg/mg
Grubu | (%kontrol) prgteir?) (ng/mL) (g /mi’) (absorbans) plragteir?) protein)
Kontrol | 100 116 23 2.3 0,64 525 | 570
Ang 11 73 8.8 13 31 1,06 604 | 1152
Telm+ 103 14.2 3.4 25 0,70 526 | 617
Ang |1

'rbj IAng 111 118 2.9 26 0,68 660 | 732
JSH+ 120 148 5.2 3.6 1,04 583 | 1553
Ang 11

SB203+ 08 15.1 5.4 2.6 0,71 462 | 791
Ang 11

PD98+ 62 115 2.4 3.1 0,74 485 | 823
Ang 11

Tablo 6.2. Yiiksek glukoz ortamindaki toplu sonuglar.

Yiiksek | Glol M('31|(01 GSH '\ﬂﬁ Fosfo p65 Togg' Nrf2
Glukoz | aktivitesi | 1A | Derigimi Dievi | (5536) (p > | (paimg
Grubu | (%okontrol) prgteir?) (ng/mL) (ug/mI}:) (absorbans) p?gteil’?) protein)
Kontrol | 100 9,2 4.0 33 1,30 013 | 1320
Ang 11 80 71 5,2 3.7 1,47 832 | 1068
Telm+ 106 14.0 12.0 31 1.28 732 | 951
Ang 11

"bﬁ IA”Q 08 11,7 5.5 3.1 1,20 823 | 915
JSH+ 63 221 5.2 4.2 1,65 762

Ang 11

SB203+ 75 20,7 9.4 25 118 580 | 1150
Ang 11

PDI8+ 36 15.9 36 3.3 111 601 | 1480
Ang 11

Ang II’'nin Glol iizerindeki etkilerine NF-«xB aracilik ediyor goziikmektedir. NF-xB

yashilik, kanser, diyabet, ateroskleroz ve genel olarak kardiyovaskiiler hastaliklarla

iligkili olsa da immiin sistem i¢in vazgecilemez olusu bu onemli yolaga karsi

farmasotik yaklasimi zorlastirmaktadir. NF-xB ile ilgili spesifik inhibitorlerin

gelistirilmesi pek ¢ok hastalik i¢in oldugu gibi 6zellikle yiiksek MGO diizeyleri

gozlenen retinopati ve nefropati gibi diyabetik komplikasyon(lar)a sahip bireyler igin

de yasam kalitesi ve sliresini pozitif yonde etkileyecektir.
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Benzer sekilde p38 MAPK inhibisyonu iizerinde yillardir ¢alisilan bir konu olsa da
kardiyovaskiiler hastaliklar temel alindiginda giivenilir bir terapotik ajan hala
bulunmus degildir. NF-kB aktivasyonunda p38 MAPK’in da rol aldig:
diisiintildiiglinde bu alandaki gelismeler belki de kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan
daha biiyiik faydalar saglayacaktir. Diyabetlilerde yiiksek glukoza bagli olarak kanda
yiilksek MGO derisimi gozlense de Ang II'nin de MGO diizeylerini etkileyebilecegi
ve diyabetli olmayan hipertansif kisilerde yiiksek MGO diizeyleri olabilecegi
calismamiz sonuglarmna bakildiginda ihtimal dahilindedir. Insanlar ve hayvanlar
tizerinde yapilacak ileri in vivo ¢alismalar bu konudaki bilgi dagarcigimiza 6nemli
katkilar sunacaktir. Son olarak ¢alismamiza ait bulgular Sekil 6.1.’de 6zet olarak

resmedilmistir.

( ) Angll

AT1R

VDKH
Yiiksek

Glukoz XGQ\‘
p38 MAPK ERK1/2 Artrmig AGE /
& / Uretimi

Nrf2 NF-KB p65 T

Glol
1 ekspresyonu > \Konsantrasyonu

Niikleus

VASKULER
DISFONKSIYON

Sekil 6.1. Ang II ve yiiksek glukozun Glol1 ekspresyonunu baskilamasi.
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