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Yiiksek Kolesterol Diyeti ile Olusturulan Ateroskleroz Modelinde Endoplazmik
Retikulum Stres ve Niikleer Faktor-Eritroid 2 iliskili Faktor 2 Yolagimin Rolii

OgrencininAdi: Perinur Bozaykut
Damsmani: Prof. Dr. Nesrin Kartal Ozer
Anabilim Dali: T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali

1.0ZET

Amag: Hiperkolesterolemi, ateroskleroz gelisiminde ana risk faktorii olmakla
beraber molekiiler mekanizmalari hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle,
bu ¢alismamizdaki amacimiz, yiiksek kolesterol diyeti ile olusturulan ateroskleroz
modelinde, oksidatif ve endoplazmik retikulum (ER) stres ile aktive olan hiicresel
savunma mekanizmalarini incelemek ve vitamin E’ nin bu mekanizmalar tizerindeki
olas1 koruyucu etkilerini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, 2-4 aylik 24 adet erkek albino tavsan 4 gruba
ayrildi: 1) Vitamin E’ den fakir yem ile beslendi. 2) Vitamin E’ den fakir yem ile
beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/giin uygulandi. 3) % 2 kolesterol igeren
vitamin E’ den fakir yem ile beslendi. 4) % 2 kolesterol igeren vitamin E* den fakir
yem beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/giin uygulandi. Sekiz hafta sonunda,
torasik aortalar 151k mikroskobu ile incelendi. Aorta dokusunda fosfo IRE-1, fosfo
PERK, Grp94, Grp78, Nrf2, GSTa ve NOX4 protein diizeyleri immunblotlama

teknigi ile ve proteazom aktivitesi flurometrik yontem ile incelendi.

Bulgular: Kolesterol ile beslenen tavsanlarin aorta dokusunda aterosklerotik
lezyonlar gelistirken, vitamin E verilen tavsanlarda lipit birikiminin ve kopiik hiicre
olusumunun azaldig1 gézlendi. Aorta dokusunda fosfo IRE-1, fosfo PERK, Grp94,
Grp78, Nrf2 ve NOX4 protein ekspresyonlarinin kolesterol grubunda kontrollere
gore arttigi bulundu. Kolesterol grubunda azalma goriilen GSTa ekspresyonu ve

proteazomal aktivasyonun ise kolesterol+vitamin E grubunda arttig1 bulundu.

Sonuglar: Calismamiz, kolesterolden zengin diyetin ateroskleroz gelisimine
oksidatif ve ER stres iliskili yolaklar ile sebep olabilecegini ve vitamin E’ nin bu

mekanizmalar {izerinden koruma etkisi olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Hiperkolesterolemi, oksidatif stres, ER stres, Nrf2,

proteazom



The Role of Endoplasmic Reticulum Stress and Nuclear Factor-Erityroid 2

Related Factor in High-Cholesterol Diet Induced Atherosclerosis

Name of the Student: Perinur Bozaykut
Supervisor: Prof. Dr. Nesrin Kartal Ozer
Deparment: Medical Biochemistry

2. SUMMARY

Aim: Hypercholesterolemia is the major risk factor for the development of
atherosclerosis although the mechanism of action still remains unclear. Therefore, in
the present study, our aim was to investigate cellular defenses activated by oxidative
and endoplasmic reticulum stres (ER) on cholesterol diet induced atherosclerosis,
and to determine the effects of vitamin E on the related mechanisms, in vivo.

Methods: Twenty-four male albino rabbits were assigned randomly to four groups
fed: 1) vitamin E deficient diet, 2) vitamin E deficient diet with daily intramuscular
injections of vitamin E (50 mg/kg), 3) vitamin E deficient diet containing 2%
cholesterol and 4) vitamin E deficient diet containing 2% cholesterol with daily
intramuscular injections of vitamin E (50 mg/kg). After eight weeks, thoracic aortae
were examined by light microscopy. The consequences of hypercholestrolemic diet
and vitamin E effect were further examined determining phospho PERK, phospho
IRE-1, Grp94, Grp78, Nrf2, GSTa and NOX4 protein levels by immunoblotting and

the proteasomal activity by fluorometric detection method in aortic tissues.

Results: Cholesterol fed rabbits exhibited atherosclerotic lesions and endothelial
damage compared to control rabbits wheras lipid accumulation and foam cell
formation was detectable in animals fed cholesterol and treated with vitamin E.
Phospho IRE-1, phospho PERK, Grp94, Grp78, Nrf2 and NOX4 expressions were
increased by the cholesterol-rich diet. Whereas, vitamin E resulted in elevated GSTa
expression in aortae. Notably, the proteasomal activity which was impaired in

cholesterol fed group was increased by vitamin E.

Conclusion: Our result demonstrated that cholesterol-rich diet accounts for the
development of atherosclerosis via oxidative and ER stress related factors and

vitamin E treatment affords protection via these factors.

Keywords: Hypercholesterolemia, ER stress, oxidative stres, Nrf2, proteasome



3. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz, arterlerin liimen c¢apinin asamali olarak daralmasi sonucunda
ortaya ¢ikan ve beraberinde miyokardial ve serebral enfaktiis gibi iskemik hastaliklar
ile yliksek oranda 6liime yol agan kronik inflamatuvar bir hastaliktir (Zhang ve Wahl,
2006). Bunun yaninda, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in birgok risk faktorii arasindan
hiperkolesterolemi, en 6nemli risk faktorlerinden biri olarak goriilmektedir. Yapilan
calismalar, artmis okside LDL (OxLDL) olusumunun reaktif oksijen tiirleri ve

dolayisiyla oksidatif stres olusumunu indiikledigini gostermektedir (Carmeli ve ark.,

2008).

Makrofaj ve lenfositler araciligiyla olusan kronik inflamasyon, dokuda meydana
gelen hasarin sonucu olarak gelisir. Endoplazmik retikulum (ER) stres cevabinin da
bu siirecte onemli rolii vardir. ER stres sensorleri “Inositol-requiring enzyme-1”
(IRE-1), “Activating transcription factor 6” (ATF6) ve “Protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase” (PERK) endoplazmik retikulum zarinda bulunur.
Oksidatif stres veya hipoksi gibi kosullarda ER’ un fonksiyonu bozulur ve yanlis
katlanmig veya katlanmamis proteinler ER’ da birikir. Bu kosullar altinda Grp78
(BiP) proteini, PERK, ATF6 ve IRE-1 proteinlerinden ayrilarak aktivasyonlarina ve
katlanmamis protein cevabina yol acar (Parmar ve Schroder, 2012). PERK, ATF6 ve
IRE-1’den her biri farkli mekanizmalar tizerinden farkli transkripsyon faktorlerini ve

sinyal iletim mekanizmalarini indiikler (Ron ve Walter, 2007).

Niikleer faktor-eritroid 2 iligkili faktor-2 (Nrf2) redoksa karsi duyarli bir
transkripsiyon faktoridiir ve faz Il antioksidan enzimlerin veya stress yanitlari ile
iligkili proteinlerin aktivasyonununda rol oynar (Lee ve Johnson 2004). Birgok
calisma, Nrf2 yiiksek ekspresyonunun, glutatyon S-transferaz (GST), hem
oksijenaz-1 (HO-1) gibi ARE bagimli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu
arttirdigin1  gostererek, Nrf2’ nin inflamasyon hastaliklarindaki korucuyu roliinii
gostermistir (Chen ve ark., 2006). Nrf2’ nin, PERK fosforilasyonu ile aktive olmasi,
ER stres ile de aktive olabildigini gostermektedir. Nrf2 eksikliginin, hiicreleri ER
strese kars1 daha hassaslastirmasi, Nrf2 aktivasyonun hiicre yagami igin kritik oldugu
gostermektedir. Bu bulgular ER stresin, protein katlanma kapasitesini artirmanin
yaninda, Nrf2 aktivasyonu ile redoks homeostazisini ve potansiyel olarak proteazom

gen ekspresyonu ile de okside olmus proteinlerin yikilmasini saglayarak hiicreyi
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stresden korudugunu gostermektedir (Chapple ve ark., 2013). 26S proteazom,
sitoplazma, c¢ekirdek ve ER liimenindeki anormal proteinlerin degredasyondan
sorumludur (Poppek ve Grune, 2006). Bunun yaninda, Nrf2 ve protezom arasinda
capraz iligki bulunmaktadir. 26S proteazom bazal kosullarda Nrf2 degredasyonunu
saglayarak Nrf2 seviyesinin diisiik kalmasini saglamakla beraber, stres kosullarinda

Nrf2 proteazomal gen eksresyonunu artirir (Chapple ve ark., 2012).

NADPH oksidaz (NOX) enzimleri, elektronlarin molekiiler oksijene transferinin
kataliz ederek oksijenden, hidrojen peroksit veya siiperoksit radikali olusumu
katalizleyen enzimlerdir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, NOX’ larin,
lezyonlarda makrofaj tutulmasinda énemli rolii oldugunu vurgulamistir. Nrf2 knock-
out hiicrelerde Nrf2-Keapl yolaginin ROT iiretiminin NADPH oksidazlar yolu ile
diizenledigini gostermistir (Kovac ve ark., 2015). Bunun yaninda, fare kalplerinde
NOX4 ekspresyon artist ile Nrf2 yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (Brewer ve
ark., 2011).

Cesitli ¢aligmalarda, vitamin E’nin koroner kalp hastaliklari, ateroskleroz,
norodejeneratif hastaliklar ve ¢esitli kanser tiplerinin gelisimindeki koruyucu etkisi
gosterilmistir (Mardones ve Rigotti, 2004; Reiter ve ark., 2007). Son yillarda yapilan
calismalarda, vitamin E’nin hiicresel sinyal iletim yolaklarinda ve cesitli genlerin
ekspresyonlar1 lizerinde antioksidan Ozelliginden bagimsiz etkileri tanimlanmistir
(Azzi ve Stocker, 2000). Vitamin E’nin ateroskleroz gelisimindeki koruyucu etkisi
tavsan modeli ¢alismalarimizda da gosterilmistir. Sonuglarimiz, hiperkolesterolemik
tavsanlarda CD36 mRNA ekspresyonunun arttigini ve vitamin E’ nin bu artigi
baskiladigin1 gostermektedir (Ozer ve ark., 2006). Bu konuda yaptigimiz diger
caligmalar ile vitamin E’nin oksidatif stres ve lipit birikimi ile ilgili sinyal

yolaklarindaki etkisi agiklanmigtir (Bozaykut ve ark., 2014; Sozen ve ark., 2014).

Bu calismadaki amacimiz, tavsanlarda %2 kolesterol iceren diyet ile
indiiklenen ateroskleroz modelinde, aorta dokusunda oksidatif stres ve endoplazmik
retikulum stresin Nrf2 sinyal yolag ile iliskisinin arastirilmasi ve vitamin E’nin bu
mekanizmalar lizerindeki etkisinin incelenmesidir. Bunun i¢in fosfo IRE-1, fosfo
PERK, Grp94, Grp78, Nrf2, GSTa, NOX4, proteazom alt {initesi 5’in protein
ekspresyonlar1 ve proteazom aktivitesi olgiildii. Bunlara ek olarak vitamin E’ nin bu
ekspresyonlar tizerindeki etkisinin arastirilmasiyla sinyal yolaklar1 tizerinde etkisi

aydinlatildi.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Ateroskleroz

4.1.1. Normal bir arterin yapis1
Tunika intima: Tunika intima, 3 tabakali bir yap1 olan arterin en igte bulunan

tabakasidir (Sekil 4.1). Intima, endotel takabasi, tip IV kolajen, laminin, fibronektin
ve diger ekstraseliiller matriks molekiilleri iceren zemin membrant {izerinde
bulanmaktadir. Dogumda ¢ok ince bir yap1 olan intima, yaglanmayla beraber, diiz kas
hiicrelerini iceren daha karmasik bir yap: haline gelir. Intima yapis1 geliserek
ekstraseliiler matriks boliimiinti olusturur ve diffuz intimal kalinhigi temsil eder.
Intima yapisindaki bazi bélgeler, ateroskleroz yoklugunda bile kalinlasmaya
meyillidir. Bu intimal kalinlasma, yag birikimi ile birebir iligkili olmak zorunda
degildir ve ateroma sahip olmayan bireylerde de goriilebilir. Igteki elastik membran
ise tunika intimaya baglanarak altindaki tunika media ile arasindaki sinirt

olusturmaktadir (Schwartz ve ark., 1990).

Endotel hicresi

s ) @ P @®

Fibroblast Adventisya

Sekil 4.1. Normal bir arterin yapisi. (Libby ve ark., 2011)

Tunika Media: Tunika media tabakasi, i¢ elastik laminanin altinda bulunmaktadir

ve arter duvarinin en genis tabakasidir (Sekil 4.1). Farkli miktarlarda elastik ve
kollajen fibriller ile proteoglikanlar, bu tabakada bulunan diiz kas hiicrelerinin
arasinda bulunurlar. Bunun yaninda, diiz kas hiicreleri ekstraseliiler matriksi
olusturur. Media tabakasinin igerigi elastik ve muskuler arterler arasinda farklilik
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gosterir. Diiz kas hiicrelerinin normal arterlerdeki ¢ogalmalar nadir olmakla beraber
patolojik kosullarda bu durum degisebilir. Altindaki tabaka olan adventisya
tabakasiyla olan sinirt ise eksternal elastik lamina olusturmakadir (Schwartz ve ark.,
1990).

Tunika Adventisya: En dis tabaka olan tunika adventisya kollajen ve elastik

fibrillerden olusmaktadir (Sekil 4.1). Bu tabakanin arter dengesi ve patolojisinde
cesitli rolleri vardir. Tunika adventisya tabakasinda bulunan kolajen fibrilleri
intimadakine gore daha gevsek bir yapidadir ve ana iceregi diiz kaslardir. Bu
tabakanin hiicre tipleri fibroblast, mast hiicreleri, adipositler ve sempatik sinir
uclarini igerir ve bu hiicreler diger arter tabakalarina gbére daha seyrektir. Vasa
vasorum ve sinir ug¢lart bu en dis tabakaya yerlesmislerdir. Son zamanlardaki hayvan
caligsmalar1 ise, mast hiicrelerinin ateroma ve anevrizma olusumunda rolii oldugunu

gostermistir (Schwartz ve ark., 1990).

4.1.2. Ateroskleroz gelisiminde arter hiicrelerinin gorevi

4.1.2.1. Endotel hiicreleri
Endotel hiicrelerinin fonksiyonu, disfonksiyonu ve aterogenez: Arterin intima

bolgesinde bulunan endotel hiicreleri, kan ile temasi saglayan yiizeyi olusturur ve
hiimoral ve mekanik uyarilar1 karsi toplayict ve doniistiiriicii olarak gorev yapar
(Libby ve ark., 2007). Bu asamada, endotel fenotipinin disfonksiyonel duruma gegisi
ateroskleroz gibi cesitli vaskiiler hastaliklar i¢in patolojik bir risk faktorii olarak
goriilmektedir. Ateroskleroz gelisimi, arterlerdeki lezyona hassas bolgelerin
etkilenmesi ile olusur ve bu bolgelerdeki biyomekanik etkilerle endotel
disfonksiyonu fenotipi gosteririr. Bu prelezyonel hassas bolgeler ayrica apoB
lipoproteinlerin tutulmasi ile ayirt edilirken, daha ileri evrelerde bu liporoteinlerin
oksidasyonu endotel disfonksiyonunu ilerletmektedir (Tabas ve ark., 2007). Endotel
disfonksiyonu ve apoB lipoproteinlerin tutulmasi monosit girisini uyarir ve
monositlerin makrofaj hiicrelerine farklilagsmasina neden olur. Makrofaj hiicreleri
oksitlenmemis liproteinlerin girisi ile kopiik hiicrelerine doniisiirken altinda fiziksel

olarak saglam ancak islevsiz endotel hiicreleri bulunur.



Ateroskleroza direncli bélge Ateroskleroza kargt hassas bélge
()

<C=N<e=
o \;))

Lipoproteinler

Aterokoruyucu endotelyum _
Ateroprone endotelyum

Antiinflamatuar
Kititveinbotik Proinflamatuar
Protrombotik
TKLFZ [ NF-xB (p65)
KLF4

Sekil 4.2. Vaskiiler endotel hiicreleri ve erken ateroskleroz lezyonlarinin gelisimi. Erken ateroskleroz
evresinde endotel hiicreleri proaterosklerotik fenotip gostererek NF-kB sinyal yolagi ile
proinflamatuar yaniti olusturur. Endotel hiicreleri aterokoruyucu ozelligi ise KLF2 ve KLF4
transkripsiyon faktorleri ile saglanir. (Tabas ve ark., 2015)

Ateroskleroza direncli veya hassas ozellikte endotelyum: Ateroskleroza direngli

bolgelerdeki endotel hiicreleri, ellipsoidal hiicre ve niikleer morfoloji gosterirken
ateroskleroza duyarli bolgeler bu sekilde diizenli degildir ve hiicreler kiibik bir
morfolojisi gosterir. Ayrica, ateroskleroza direngli bolgelerde endotel tizerinde kalin
bir glikokaliks katmani olusur (Koo ve ark., 2013). Her ne kadar glikokaliks
katmaninin ateroskleroz agisindan fonksiyonel ©nemi bilinmiyorsa da, bazi
caligmalar saglam bir glikokaliks katmanmin LDL’nin subendotel bosluga ge¢isini
azalttigin1  Onermistir (van den Berg ve ark., 2009). Ateroskleroza duyarh
bolgelerdeki endotel hiicreleri, ayrica endotel bariyerinde fonksiyon bozuklugu
gosterirler (McGill ve ark., 1957) ve ateroskleroza dayanikli bolgelerdeki hiicrelere
kiyasla daha yiliksek oranda hiicre dongilisii ve hiicresel yaslanma gosterirler
( Hansson ve ark., 1985). Bunun yaninda kronik ER stres belirteglerini de eksprese
ederler (Civelek ve ark., 2009) ve bu durum ateroskleroz gelisimine endotel apoptozu
ile katki saglayabilir (Zeng ve ark., 2009).

Molekiiler diizeyde, ateroskleroza karsi direngli ve hassas endotel fenotipleri,
farkli gen ekspresyonu ve sinyal yolaklar ile iliskilendirilmistir (Sekil 4.2). Bu iki
endotel fenotipi arasindan en onemli fark aktive olan transkripsiyon faktorleridir.
Aterokoruyucu endotel, Kruppel benzeri faktor 2 (KLF2) ve Kruppel benzeri faktor 4

(KLF4) aktivasyonu ile ateroskleroza hassas endotel ise Niikleer faktor kappa B
{



(NFkB) yolag1 aktivasyonu ile karakterizedir. Bu iki yolak endotel hiicrelerinde
antagonistik rol oynarlar (Atkins ve Simon, 2013). KLF2 ve KLF4 ekspresyonu
MEKS5/ERK5/MEF2 sinyal yolu ile aktive edilir (Villarreal ve ark., 2010).
KLF2‘nin aterokoruyucu o6zelliginin 6nemi, in vivo olarak KLF2 inhibisyonunun
%31-37 oraninda lezyon alani artis1 ile sonuglanmasiyla gosterilmistir (Atkins ve
ark., 2008). Endotelyal KLF4’ un aterosklerozdaki rolii hakkindaki bilgiler daha
kapsamlidir ve yapilan son ¢aligmalar ile ateroskleroz gelisiminde koruyucu roli
oldugu gosterlmistir (Zhou ve ark., 2012). Endotelyal NF-kB sinyal yolunun erken
aterogenezdeki kritik rolii, prelezyonal fare aorta dokusunda, ateroskleroza duyarl
bolgelerdeki aktivasyonu ile gosterilistir (Hajra ve ark., 2000). Ateroskleroza karsi
hassas bolgelerdeki akis, endotel hiicrelerinde NFkB yolunu aktive eder (Won ve
ark., 2007) ve VCAM-1 ve Toll-benzeri reseptor 2 gibi proaterojenik hiicre yiizey

reseptorlerinin ekspresyonunu arttirir (Mullick ve ark., 2008).

4.1.2.2. Makrofaj hiicreleri
Makrofaj hiicrelerinin _kokeni: Kemokinlerin tetikledigi ve kemik iliginden

tiiretilen monosit akisi, lezyonlarda ilk olarak lipoprotein tutulmasi ve endotel
hiicrelerin aktivasyonu ile tetiklenir. Monosit hiicreleri ilk olarak dalakta sentezlenir
ve kan dolasima ge¢meden ve aterosklerotik lezyonlarda konumlanmadan once
burada ek olarak proliferasyon ve aktivasyon asamalari gegirir (Dutta ve ark.,
2012). Yakin zamana kadar, her lezyonel makrofajin tek bir monositten koken aldigi
ve bu ylizden aterosklerotik lezyonlarin proliferasyon ge¢irdigi diisiiniiliiyordu. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar, ileri lezyonlarda makrofaj proliferasyonunun,
makrofaj birikimi i¢in 6nemli bir basamak oldugunu gostermistir (Robbins ve ark.,
2013). Daha 6nce yapilan in vitro ¢alismalar, makrofajdaki tip A ¢Opgii reseptorlerin
aktivasyonunun fosfatidilinositol-3-kinaz yolu ile makrofaj proliferasyonunu
sagladiginm1 gostermistir (Sakai ve ark., 2000) ancak bu mekanizma in vivo olarak

gosterilmemistir.

Makrofajlarin_proaterosklerotik rolleri: Monosit tiirevli makrofajlar, aterojenik

slirecin en 6nemli oyuncularidir (sekil 4.3). Kemik iligiden tiiretilen hematopoetik
kok hiicrelerin proliferasyonu ve kolesterol birikimi gibi olaylara sebep olur. Bu
durum dolagimdaki monositlerin arttirir ve aterogenez olusumu ile sonuglanir
(Murphy ve ark., 2014). insanlarda kan monosit sayis1 ve vaskiiler hastaliklar

arasinda bir iliski bulunmaktadir. Lezyonel makrofajlar, tutulan lipoproteinleri
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subendotel bolgeye gegirir. Bu lipoproteinler dogal formunda olabilir ya da
oksidasyon, agregasyon gibi modifikasyonlara ugrayabilir. In vitro ¢alismalar,
lipoproteinlerin internalizasyonun agregat olmus liproteinlerin fagositozu, ¢opgii
reseptorler araciligi ile okside lipoproteinlerin alinmasi ve natif liporoteinlerin

pinositoz olaylarinin birlesimi ile olabilecegini gostermistir (Haka ve ark., 2009).

Lezyonel makrofajlardaki inflamatuar siirecin aktivasyonu, proaterojenik stiregte
kritik bir 6nem arz eder. Ozellikle M1 benzeri fenotipindeki makrofajlan bazi alt
gruplari, endotelyumu aktive eder ve daha fazla monosit alimina yol acar (Peled ve
Fisher, 2014). Makrofaj aktivasyonunun mekanizmasi tamamen agiklanamamissa da
lipoprotein modifikasyonu gibi olaylarin Toll-benzeri reseptorleri gibi inflamatuar
sinyal yolaklarinda rolii olan reseptorleri aktive ettigi bilinmektedir. Ayrica,
lipoprotein kolesterolu plazma membraninda birikebilir ve burada inflamatuar
reseptor sinyalini membran 6zelliklerini degistirerek artirir (Fessler ve Parks 2011;
Westerterp ve ark., 2014). Modifiye olmus lipoproteinler, oksisteroller ve diger
lezyonel faktorler ile indiiklenen oksidatif stresi ayrica diger inflamatuar yolaklari
etkinlestirir (Glass ve Witztum, 2001). Ornegin, mitokondriyal oksidatif stres, insan
ve hayvan aterosklerozunda tetiklenir ve kiiltire edilmis makrofajlarda okside
lipoprotein ve steroller ile tetiklenmistir. Mitokondriyal oksidatif stres NF«kB
aktivasyonunu artirir ve sonug¢ olarak monosit kemokini MCP-1 ve diger

monositlerin alimimi indiikler (Wang ve ark., 2014).

Lezyonel makrofajlarin proaterojenik etkisi inflamatuar ve koruyucu yanitlar
arasindaki hassas denge ile olusur (Tabas, 2010). Buna 6rnek olarak, yiiksek plazma
membran kolesterolunun proinflamatuar etkisi ile ABCA tasiyicilarmin kolesterol
¢ikisini saglamasiyla, dengelenmesi verilebilir. Bunun yaninda makrofajlar da liver-
X reseptor aracili antiiflamatuar yanitin olugsmasina aracilik ederler (Spann ve ark.,
2012). Bunun yaninda, inflamatuar siirecler bazi baskilayict faktorleri de
tetikleyebilr. Ornegin, NFkB yolu makrofajlarda genetik olarak bloklandiginda, IL-
10 cevabi da inhibe edildigi i¢in erken lezyon olusumunun hizlandig1 goriilmiistiir
(Kanters ve ark., 2003). Bu yiizden aterosklerozu sadece tek bir inflamatuar yolagini
inhibe ederek engellemenin miimkiin olmadig1 diistiniilmektedir. (Tabas ve Glass,
2013).



Monosit
Kan damari liimeni

kalinlagan fibroz baslik

apoptotik M(])
(ER stress; ROS)

Sekil 4.3. Lezyonel makrofajlarin proaterojenik rolleri. Makrofaj hiicrelerinin ateroskleroz
gelisimindeki rolleri: monositlerin girisi, kopiik hiicre olusumu, proliferasyon, MMP aktivasyonu,
apoptotik makrofaj gelisimi ve son olarak nekrorik makrofaj gelisimi seklinde basamaklandirilmistir.
(Tabas ve ark., 2015)

4.1.2.3.Diiz Kas Hiicreleri
Diiz kas hiicrelerinin aterosklerozdaki veri: Normal bir arter duvarindaki ikinci

ana hiicre tipi olan diiz kas hiicrelerinin normal vaskiiler dengede ve arter
hastaliklarin patogenizinde bir¢ok ©nemli gorevi bulunmaktadir. Bu hiicreler,
kasilma ve gevsemeyi saglayarak kan akisin1 kontrol ederler. Bunun yaninda, biiytik
aterosklerotik arterlerde, anormal diiz kas kasilmasi, kan akigin1 bozan bir
ateroskleroz komplikasyonu olan vasospazma neden olabilmektedir. Diiz has
hiicreleri, normal vaskiiler homeostazinda oldugu gibi aterosklerotik lezyonlarin
olusumu ve gelisimde Kkilit bir rol oynayan ekstraseliiler matriksi sentezlemektedir.
Bu hiicreler go¢ ederek ve proliferasyonla aterosklerozun intimal hiperplastik lezyon
olusumuna katki saglarlar. Diiz kas 6liimii, ateromat6z plak dengesinin bozulmasina

neden olabilir (Tabas ve ark., 2015).

Gelisen ateroskleroz lezyonlardaki lipoprotein birikimi, endotel aktivasyonu ve
inflamatuar yanitlar diiz kas hiicrelerinin aktivasyonu ve fenotip degisimi ile
sonuglanir. Bu siire¢ boyunca, kontraktil diiz kas hiicreleri farklilagsma icin belirteg

olan genleri baskilar. Bunun bir sonucu olarak, diiz kas hiicreleri profilerasyon ve
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go¢ ederler ve ekstraseliiler matriks tiretimi gibi plak stabilizasyonuna sebep olan

proteinleri arttirirlar (Alexander ve Owens, 2012).

Yapilan son ¢alismalar, lezyonel hiicrelerin kdkeninin ve fenotipik 6zelliklerinin
lezyonel olusumunun patogenezinde énemli oldugunu gostermistir. Ornegin, insan
koroner arter lezyonlarindaki kopiik hiicrelerin %50’ sinin diiz kas hiicrelerini
eksprese ettigi gosterilmistir (Allahverdian ve ark., 2014). Bunun yaninda bu
hiicreler ayrica makrofaj belirteci olan CD68’ i de eksprese etmektedirler ve bu
hiicrelerin kdkeni belirsizdir. En 6nemlisi, diiz kas hiicresi iceren kopiik hiicrelerinde,
kolesterolu disar1 atan ABCA1 diizeylerinin, diiz kas hiicresi icermeyen ve CD68
iceren hiicrelere gore azalmasi, ters kolesterol tasiimi acisindan da diiz kas
hiicrelerinin 6nemini gostermektedir. Bu goriise paralel olarak, son zamanlarda
yapilan bir ¢aligsma, kiiltiire edilmis diiz kas hiicrelerinin kolesterol ile yliklenmesinin
diiz kas hiicre belirteglerinde azalma oldugunu ve bazi makrofaj belirtecglerini
eksprese ettigini ve bozulan makrofaj fonksiyonunu géstermistir (Vengrenyuk ve
ark., 2015).

4.1.3. Aterosklerozun patogenezi
Aterogenez siireci, aterojenik diyetin igerdegi kolesterol ve doymus yaglarla

olusan lipoproteinlerin intimada birikmesi ile baslar (Sekil 4.4). Bu lipoprotein
partikiilleri, arterin intima tabakasinda bulunan proteoglikanlari c¢evreler ve
agregatlar olusumuna neden olurlar (Kruthet ve ark., 2002). Intima tabakasindaki
proteoglikanlar, lipoproteinlerce baglanir ve burada tutulur. Bu durum, oksidatif veya
diger kimyasal modifikasyonlara kargi egilimi arttirir ve erken ateroskleroz
patogenizinde rolii 6nemlidir (Williams ve Tabas, 2005).

Lokositlerin alimi ve birikimi, erken lezyon olusumunda aterogenezin baska bir
karakteristik Ozelligidir (Cybulsky ve ark., 2004). Normal endotel hiicreleri,
l6kositlerle olan adesiv etkilesimlere karsi direngli iken aterosklerozun erken
sathalarinda, l6kositler endotelyuma yapisir. Endotel hiicre yilizeyinde bazi 16kosit
adezyon molekiillerinin ekspresyonu, monosit ve T-lenfositlerin endotelyuma
yapismasina neden olur. Selektinler ise 16kosit adezyon molekiillerinin bagka bir
kategorisini olusturur. P-selektin, endotel hiicrelerinde eksprese edildigi i¢in 16kosit
alimindaki rolii onemlidir ve selektinler, 10kositlerin endotel {izerindeki yerini
degismesine sebep olurlar. Immunglobin ailesi iiyesi olan adezyon molekiilleri ise

16kosit immobilizasyonuna neden olurlar. (Cybulsky ve ark., 2004).
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Sekil 4.4. Aterosklerotik plagin gelisimi. (Stocker ve Keaney, 2004)

Endotele baglanan I6kositler, sinyal aldiklar1 zaman endotel hiicreleri igine
penetre olur ve arter damarina girerler. Lokositlerin dogrudan gogleri, kemoatraktan
veya kemokinler gibi proteinlerin araciligi ile gergeklesir. Erken ateromada, 2 grup
kemokin etki gostermektedir. Bunlardan birincisi okside lipoproteinlere yanit olarak
endotelyumda iiretilen monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) monositlerin
dogrudan géciinii veya kemotaksisi saglar. Insan aterosklerotik lezyonlarinda, normal
damarlara gére MCP-1 seviyelerinin yiikseldigi goriilmiigtiir. Bu durum, in vivo
aterogenez boyunca bazi kemokinlerin monosit alinmasina katkida bulundugunu
diistindiirmektedir (Tacke ve ark., 2007). Diger kemoatraktan sitokinler ise lenfosit
birikiminde rol almaktadir. Ateromat6z plaklarda bulunan bir sitokin olan gamma

interferon ise T-hiicre genlerinin tetiklenmesini saglar (Libby, 2002).

Monositler, arter intimasina girince lipitleri hiicre igine alir ve kopiik hiicreye
doniistir. LDL reseptorii kolesterol ile siki bir sekilde diizenlenir ve kopiik hiicre
olusumuna neden olmaz. Ancak ¢opgii reseptdr olarak bilinen molekiiller asir
diizeyde lipit alimina ve kopiik hiicre olusumuna neden olurlar (Miller ve ark., 2003,
van Berkel ve ark., 2005). Bu molekiiller modifiye olmus lipoproteinleri bagliyarak,
hiicre i¢ine alinmalarinda rol oynarlar. Copgii reseptorii olan CD36, LDL nin okside
formlarimi baglarken belirgin bir segicilik gosterir. Makrafajlar bir kere intimaya
girip kopiik hiicreye doniisiince, cogalirlar. Aterosklerotik plaklarda, “macrophage-

colony stimulating factor” (M-CSF), makrofajlarin hiicre b6liinmesini baslatir.
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Ateroma olusumunun baslangici, farkililasan endotel fonksiyonunu ve 16kosit
birikimini igerirken, ateroma gelisimi diiz kas hiicreleri de i¢eren daha karmasik bir
stirectir (Mulvihill ve ark., 2004; Manabe ve Nagai, 2003). Ateroma olusturan bu diiz
kas hiicreleri, medianin altindan intimaya go¢ eden hiicrelerden olugmaktadir.
Aterosklerotik intimada bulunan diiz kas hiicreleri, normal arterin media tabakasinda
bulunan diiz kas hiicrelerine gore daha hassas bir fenotip gostermektedir (Manabe ve
Nagai, 2003). Normal bir insan ateromasinda diiz kas hiicresi bolinmesi nadir bir
durum olsa da, ateromatdz plak siirecince diiz kas hiicresi boliinmesi artmaktadir.
Diiz kas hiicreleri bdliinmesinin yaninda, bu hiicrelerin 6liimii de aterosklerotik plak
komplikasyona neden olur. Bazi diiz kas hiicreleri programli apoptoza giderek
gelismis ateroma olusumuna katkida bulunur (Geng ve Libby, 2002; Littlewood
ve Bennett, 2003).

Aterosklerotik plaklarda ekstraseliiler matriks, diger hiicrelere kiyasla ileri
aterosklerotik plagin biiyiik bir kismini  olusturur. Ateromada biriken ana
ekstraseliiler matriks makromolekiilleri, kolajenleri (Tip | ve 1) ve baz
proteoglikanlardir (Wight ve Merrilees, 2004). Bunlara ek olarak elastin fiberleri de
plaklarda birikmektedir. Vaskiiler diiz kas hiicreleri, bu matriks molekiillerini normal
arterin durumdaki gibi tiretirler. Diiz kas hiicreleri, asir1 kollajen tiretimi igin gerekli
olan uyariyl, PDGF ve TGF-f’ dan alarak, T-hiicreleri gibi lezyonda bulunan bir¢ok
hiicre tipini tretir. Diiz kas hiicre birikiminde oldugu gibi, ekstraseliiler matriks
salgis1 da bir dengeye sahiptir. Bu durumda ekstraseliiler matriks molekiilleri,
matriks metalloproteinazlar (MMPs) denilen katabolik enzimlerle yikilarak dengeleri
saglanir. Diiz kas hiicreleri, mediadan intimaya yogun bir ekstraseliiler matriksle
penetre oldugu icin, ekstraseliiler matriksin ¢iiziinmesi diiz kas hiicre gogiinde de rol

oynar.

Plak gelisiminin son agamasinda kalsifikasyon bolgeleri olusur. Son yillarda,
mineralizasyon mekanizmasi diiz kas hiicrelerinin  TGF—§ gibi sitokinlerin
sekresyonunu artirarak kalsifikasyona neden oldugu seklinde agiklanmistir (Doherty,
ve ark., 2003). Ateramatdoz plaklar ayrica kalsiyumu pargalayan gama
karboksilennemis glutamik asit kalintilar1 igerdigi i¢in plaklarda minerelizasyon

olusmaktadir.
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4.2. Endoplazmik Retikulum (ER) Stres
4.2.1. ER stres faktorleri ve molekiiler mekanizmasi

Okoryatik hiicrelerde, endoplazmik retikulum (ER), salgilama yolagindaki ilk
organeldir. Bu ylizden, ER proteinler diger salgi organallerine gegisinden Once
protein sentezi ve modifikasyonlarinda gorev yapar. Bu silire¢ siki bir sekilde
diizenlenir ve saperonlar, sinyal molekiilleri ve homeostazi saglayan yikim
mekanizmalar1 gorev yapar (Schroder ve Kaufman, 2005). ER’ da protein katlanmasi
veya modifikasyonunda bir bozulma meydana gelmesi ile stres kosullart olusur ve
hiicre buna kars1 yaniti olusturur. ER stres yanitin olusturulmasinda basarisizlik

olmasi durumda ise hiicre 6liimii gerceklesebilir.

ER stres yanitinda bazi sinyal yolaklar1 gorev alir. Bunlar “Unfolded Protein
Response” (UPR) ve “Endoplasmic reticulum associated protein degradation”
(ERAD)’ dir (Schroder ve Kaufman, 2005). ERAD yolagi, ER stres kosullarinda
protein yikimini diizenlerken, UPR modifiye olmus genlerin transkripsiyonunu ve
protein translasyon programlarinin koordinasyonununda rol alir (Schroder ve

Kaufman, 2005).

ER’ deki protein sentezi ve modifikasyonunun sik1 diizenlenmesinin 6nemi, bazi
patolojik kosullar altinda ER stres yolaklarinda bozukluk olmasiyla belirgindir.
Proteinlerin yanlis katlamasi kistik fibrozis (Lukacs ve ark., 1994), o-lantitripsin
hastalig1 (Carlson ve ark., 1989), hiperkolesterolemi (Tolleshaug ve ark., 1983) ve
bazi norolojik hastaliklara (Paschen, 2003) yol acabilir. ER’ de bulunan bazi
proteinlerdeki bozuklar, Diabetes mellitus (Ozcan ve ark., 2004) ve bipolar bozukluk
(Kakiuchi ve ark., 2003) gibi hastaliklara yol agabilir. Son zamanlarda, UPR
yolaginin ayrica tiimor baglangici ve gelisimde rol oynadigi agiga ¢cikmistir (Romero-
Ramirez ve ark., 2004).

ER homeostazi {i¢ ana proteinin kontrolii altindadir. Bunlar; “inositol requiring
enzim 1” (IRE-1), “double-stranded RNA-activated protein kinase-like ER kinase”
(PERK) ve “activating transcription factor 6” (ATF6)’ dir (Sekil 4.5). Bu proteinler,
ER stres yanitinda protein katlanmasinin kapasitesinin arttirilmasi, aktive olan UPR
tizerinden tetiklenir (Zhang ve Kaufman, 2006). Bu proteinler, inaktif durumda, ER-
bagimli saperon olan BiP/GRP78’ ye bagl dururlar ve stres kosullari altinda BiP’den
ayrilarak aktive olurlar (Ma ve ark., 2002). BiP bir saperon olarak, dogal proteinlerin

ER icinde dogru katlanmalarimi saglar. UPR sinyal yolagmin indiiklenmesinin
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ardindan, ER saperonunun tiretimi hizli bir sekilde artar ve boylece ER ig¢inde protein

katlanma kapasitesi artirilir (Kozutsumi ve ark., 1988).
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Sekil 4.5. ER stres yanitinin olusumu. ER stres yaniti olan UPR’da 3 ana protein; PERK, IRE-1 ve
ATF®6 rol oynamaktadir. (Fullwood ve ark., 2012)

BiP, ER homeoztazini saglamasinin yaninda, protein modifikasyonlarini
diizenlemesinden otiiri ER icinde gerceklesen yolaklarin temel diizenleyicisi olarak
goriilmektedir. BiP’den ayrilan IRE-1, PERK ve ATF6 post-translasyonal
modifikasyona ugrarlar. Bu sekilde aktivasyonlarini tamamlayan ER stres yolag:
proteinleri, UPR yolaginda ER yanitin1 olustururlar (Harding ve ark., 2000). ATF6
ve IRE-1 aktivasyonu, ER saperonlarinin ve apoptozla illigkili genlerin
transkripsiyonun arttirarak ER yanitinda rol oynarlar. Bunun yaninda, PERK bir
protein kinaz olarak bazi yolaklarin uyarilmasin1 saglar ve ER’deki protein
translasyonunu azaltarak, ER’den protein gecisinin azalmasini saglar. Bazi
durumlarda ise stres olaylari gecisi saglar ve hiicre homeostatik durumuna geri
doner. Ancak kronik stres durumlarinda veya UPR yolagimin baslatiimasinda bir

bozukluk olmasi durumunda hiicre 6liime gider (Hitomi ve ark., 2004)
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4.2.2. ER stresin ateroskleroz ile iliskisi
Son yillarda ER stresin ateroskleroz olusumunda rol olan arterial ve sistemik

faktorler ile iliskili oldugu disiiniilmektedir (Kaufman, 2002; Ron, 2002). ER stresi,
gegici ve uzun siireli streslerde 6zellikle protein sentezi, kalsiyum diizenlenmesi ve
hiicre i¢i redoks potansiyeli ile iligkili fonksiyonlara kars1 yanitta rol alir. UPR olarak
da adlandirilan ER stres sinyali IRE-1, ATF6 ve PERK proteinleri ile baslatilir. IRE-
1, XBP-1 ve ATF6 ekspresyonlarini diizenleyerek saperon iiretiminde onemli rol
oynar ve boylece proteinlerin dogru katlanmasi ile fizyolojik ve patofizyolojik siireg
arasindaki denge kurulur. XBP-1 yolag: yanlis katlanmis proteinler degredasyonunu
saglar. Bagka bir IRE-1 yolag1 ise apoptoza ve mRNA yikimina yol agar (Han ve
ark., 2009). PERK, elF2a fosfoilasyonu ile protein translasyonunu azaltir ve boylece
translasyonaki hatalar diizeltilir. PERK, ayrica ATF4 upregulasyonu ve C/EBP
homologo protein  (CHOP) indiiksiyonu ile gecici ER stres sirasinda gesitli

fonksiyonlarin diizeltilmesini saglar (Zinszner ve ark., 1998).

ER stresi, hem sistemik aterosklerotik risk faktdrleri hem de hiicresel biyolojik
stiregleri agisindan farkli etkiler gosterebilmektedir (Sekil 4.6). Gegici ER stresi,
UPR yolaginin aktivasyonu ile hiicre i¢in faydali etkiler gdsterir. Ancak bu faydalari
etkilerden farkli olarak kronik ER stres, patolojik olarak organ disfonksiyonu ve
hastaliklara sebep olabilir (Kaufman, 2002). Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalar,
uzamis ER stresin arter duvarinindaki makrofaj olusumunda sorumlu oldugunu ve
ileri lezyonlarda endotel hiicre apoptozuna neden olabilecegini gostermistir (Sekil
4.6). Buna ek olarak, bu hiicrelerdeki ER stres aracili proinflamatuar etkiler erken
aterogenezi etkileyebilir (Tabas ve ark., 2015). Siiregelen ER strese maruziyet
hiicrede kalic1 ER disfonksiyonuna sebep olur. Ateroskleroz durumunda, kronik ER
stresi hepatik lipit metabolizmas1 ve pankreatik beta hiicre fonksiyonu, obezite
durumu, insulin direnci ve diabet gibi sistemik risk faktorlerinin olusumu
etkilemektedir (McAlpine ve ark., 2010; Hotamisligil, 2010). Aterokleroz siirecinde
ER stres, 6zellikle makrofajlar ve endotel hiicreleri olmak iizere plak hiicrelerini
etkilemektedir. Bu asamada, ER stres yanitinin 6zellikle apoptoz ile sonuglanmasi
patolojik hiicre o6liimiini baslatir. IRE-1" in kronik aktivasyonu, ASK1 ve JNK
aktivasyonu ile Bcl aktvitesine sebep olarak apoptoz olusumunu saglar. CHOP un
kalic1 aktivasyonu ise apoptozu hiicre i¢i kalsiyum metabolizmasi etkisi ve Bcl
proteinlerinin diizenlenmesi ile baglatir (Lin ve ark., 2007). Bu konuda artan

caligmalar, ER stres aracili apoptozun &zellikle makofajlarda, aterosklerotik plak
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olusumunda 6nemli rol oynadigim1 kanitlamistir. Buna ek olarak, kronik ER stres
endotel hiicre biyolojisi yogun bir sekilde etkileyerek aterosklerozda dnemli bir rol
oynar. ER stres etkileri, endotel hiicre fonksiyonunda ve protein ekspresyonlarda
meydana gelen degisikliklere sebep olarak, aterogenez sirasinda inflamatuar
hiicrelerin ¢ekilmesini etkiler. Insan aortik endotel hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiirii
caligmalari, UPR aktivatorii tunikamisin uygulanmasimin IL-8, I1L-6, MCP1 ve
kemokin iiretiminin arttigini1 gostermistir (Gargalovic ve ark., 2006). Bu molekiillerin
ekspresyonlar1 ise ATF4 veya XBP1 genlerin susturulmasini ile azalmistir. Endotel
hiicrelerindeki UPR aktivasyonu ayrica ileri aterosklerotik lezyonlarda bulunan
okside bir fosfolipit olan, “oxidized 1-palmitoyl-2-arachidonyl-sn-3-glycero-
phosphorylcholine” (0xPAPC) ile saglandigini gosterilmistir (Gargalovic ve ark.,
2006).
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Sekil 4.6. ER stresin erken aterogenez ve ileri plak gelisimindeki rolii. (Tabas ve ark., 2015)
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Yapilan ¢alismalar, ER stres altindaki aterosklerotik lezyonlarda ve ozellikle
CHOP eksprese eden hiicrelerde, makrofajlarin yogunlukta oldugunu gdéstermistir
(Zhou ve ark., 2005). CHOP ekspresyonun lezyon gelisimi sirasinda arttigina dair
elde edilen bilgiler, insan aterosklerotik lezyonlarindan yapilan c¢aligmalarla
onaylanmistir (Myoishi ve ark., 2007). Insan koroner arter lezyonlar1 otopside
incelenmis ve lezyonlar UPR belirtegleri agisindan incelenmis ve lezyonlarda, ileri

diizeydeki ateosklerotik plaklar ile CHOP ekspresyonu arasinda iliski bulunmustur.

4.3. Niikleer Faktor-eritroid 2 Tliskili Faktor 2 (Nrf2)
4.3.1. Nrf2 ve savunma mekanizmalar:

Niikleer faktor-eritroid 2 iliskili faktér 2 (Nrf2-66 kDa), temel 16sin fermuar
bolgesi iceren bir transkripsiyon faktoriidiir (Lee ve Johnson, 2004). Ozellikle
oksidatif stres kosullar1 altinda etkin olan Nrf2, ¢ekirdekte antioksidan cevap
elemanlarima (ARE) bélgesine baglanarak faz 11 antioksidan enzimlerin ve stres
yanitlari ile iligkili proteinlerin diizenlenmesini saglar. Bunlar, sitotoksik elektrofiller
veya reaktif oksijen tiirlerine karsi olusan hiicresel savunmada 6nemli rolleri olan
NAD(P)H:kinon oksidorediiktaz (NQO1), glutatyon S-transferaz (GST), hem
oksijenaz-1 (HO-1), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimleri igerir (Lee ve
Johnson, 2004). Bazal kosullar altinda, Nrf2 sitoiskelet-iliskili protein olan “Kelch-
like ECH- associated protein 1” (Keapl)’e bagli bir sekilde sitoplazmada inaktif
haldedir (Kima ve ark., 2010). Keap1 proteini, Nrf2 {ibikitinasyonu ve proteazomol
yikimina neden olarak Nrf2’un negatif diizenleyicisi olarak gérev yapar (Kobayashi
ve ark., 2004). Nrf2, Keapl’den serbestlesince, ¢ekirdege yerlesir ve kiigiikMaf
(sMaf) proteini ile heterodimer olusturur (Kensler ve ark., 2007). Nrf2-sMAF dimeri
daha sonra hiicre savunma mekanizmasinda gorev yapan birgok genin aktivasyonunu
saglamak lizere promotdr bolgesinde bulunan “ARE” bolgesine baglanir (Kensler ve
ark., 2007). Bir¢ok ¢alisma, Nrf2 ekspresyonundaki artisin, HO-1, GPx ve NQO1
gibi ARE bagimli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu etkiledigini ve Nrf2’ nin
inflamasyon hastaliklarindaki korucuyu roliinii gdstermistir (Purdom-Dickinson ve

ark., 2007).

Nrf2’ nin, PERK fosforilasyonu ile de aktive olmasi, Nrf2’nin ER stres ile aktive
olabildigini gostermektedir. Nrf2 eksikliginin ise hiicreleri ER strese karsi daha
hassaslastirdigini, ER stres aktivatorleri ile saglanan Nrf2 aktivasyonun ise hiicre

yagsami i¢in kritik bir siire¢ oldugu gosterilmistir. Bu bulgular ER stresin, protein
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katlanma kapasitesini artirmanin yaninda, Nrf2 aktivasyonu ile de rol oynadugunu
gostermektedir. ER stres aracili aktive olan Nrf2, antioksidan ve faz Il enzimleri ile
redoks homeostazin1 ve potansiyel olarak 20S proteazom gen ekspresyonu ile de
okside olmus proteinlerin yok edilmesini saglayan bir siire¢ ile hiicrenin stresden
korur. Biitiin bu Nrf2 aracili cevaplar, devam eden ER stresin ve apoptoik sinyal

kaskatlarinin aktivasyonunu engellemektedir (Chapple ve ark., 2013).

Ubikitin-proteazom sistemi protein cevabinin bir bilesenidir ve ERAD’a aracilik
eder (Xie, 2010). Bunun yanunda memeli hiicrelerinde, proteazom ekspresyonunun
molekiiler kontrolu hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Fare hiicreleri ile yapilan
bir ¢alisgma, Nrf2’nin Psmb5 ekspresyonunu diizenledigini gostermistir (Kwak ve
ark., 2003). Nrf2 ve protezom arasinda ayrica bir ¢apraz iligki bulunmaktadir. 26S
proteazom bazal kosullarda Nrf2 degredasyonunu saglayarak Nrf2 seviyesinin diisiik
kalmasini saglamakla beraber, stres kosullarinda Nrf2 proteazomal gen eksresyonunu

artirtr (Chapple ve ark., 2012).

Nrf2’ nin bagka bir koruyucu etkisi ise matriks metalloproteinazlarla
iliskilendirilmistir. Nrf2-HO-1 ikilisinin aktivasyonunu saglayan molekiillerin,
makrafajlardaki MMP-9 (Kin et al 2007) ve insan epitelyum hiicrelerindeki MMP-7
(Lee et al 2007) ekspresyonunu azalttif1 bilinmektedir. Grubumuz daha Onceki
calismalarinda, yiiksek kolesterollu diyet ile 4 hafta siire ile beslenen tavsanlarda,
vitamin E injeksiyonu ile yaklasik 3 kat artan Nrf2 ekspresyonunun MMP-1

ekspresyonunu diizenleyebilicegini gostermistir (Bozaykut et al, 2014).

4.3.2.Nrf2 ve ER stres iliskisinin aterosklerozdaki rolii
UPR mekanizmasi, ¢esitli sinyal yolaklar ile etkileserek hiicrede ER strese karsi

yanit1 olusturur. Bu yolaklardan biri olan Nrf2, PERK ile fosforile olarak aktive olur
ve antioksidan enzimlerin transkripsiyonunu saglar. Yapilan calismalar, ER stres
yanitinda Nrf2 aktivasyonun 6nemli bir yolu oldugu gostermistir. Oksidatif stresi
indiikleyen faktorlere ek olarak ER stres, Nrf2’ nin ¢ekirdege gegisini PERK-bagimli
bir siire¢ ile saglar (sekil 4.7). Bu aktivasyon reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
birikimine veya elF2a fosforilasyonuna ihtiyag duymamaktadir (Cullinan ve ark,
2003). Nrf2’ nin oksidatif stres siirecindeki rolii goz 6niinde alindig1 zaman, ER stres
yanitinda koruyucu bir gorev yapabilegi diisiiniilmektedir. Nrf2 geni susturulmus
hiicreler ile yapilan ¢alismalarda, Nrf2’ nin UPR sirasinda hiicre yasamui igin gerekli

oldugu, Nrf2’ nin overekspresyonun ise hiicre yasamini uzattigi gosterilmistir
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(Cullinan ve ark., 2003). Nrf2 susturulmasinin ayrica ER stres aracili apoptoza karsi
savunmasinin diigmesinden Gtiirli aterosklerozda rol aldig1 gostermektedir. Mevcut
calismalar, ER stres araciligi ile aktive olan Nrf2’ nin hedef genleri araciligi ile

hiicrede bir koruma sagladigini 6ne siirmektedir (Liu ve ark., 2004).
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Sekil 4.7. Nrf2 aktivasyonu etkileyen faktorler. ER stres, oksidatif stresi etkileyerek Nrf2’ nin
aktivasyonuna ve ¢ekirdege transloke olmasina sebep olur. Aktif Nrf2 proteinin antioksidan savunma
ve proteazom ekspresyonu tizerinden ateroskleroz siirecinde rol oynar. (Demasi, 2012)

Nrf2’ nin ateroskleroz siirecindeki rolii bagka faktorler ile de agiklanir. Yapilan
bir ¢alisma, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ER stres kosullar1 altinda HO-1
aktivasyonunun artarak apoptozu inhibe ettigini ve bunun Nrf2 aracili oldugunu
gostermistir (Liu ve ark., 2004). Yapilan hiicre kiiltiirii calismalari, insan aortik diiz
kas hiicrelerinde (HASMC), Nrf2 gen transfeksiyonunun HO-1 ekspresyonunu
arttigin1 ve tavsan aortasinda diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini
gostermistir (Levonen et al 2007). NQO1 veya Nrf2 ekspresyonu ise mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde, TNF-a tarafindan uyarilan VCAM-1 ekspresyonu bloke ettigi
gosterilmistir (Chen, 2003). Nrf2 overekspresyonun ayrica, tavsan aortalarinda
oxLDL seviyesini ve makrofaj infiltrasyonunu azalttig1 gosterilmistir (Levonen et al
2007). Bir baska ¢alisma ise oxLDL ve 4-hidroksinonenal aldehitinin miirin peritonal
makrafojlarinda Nrf2 birikimine neden olarak, HO-1, Prx I ve bunun yaninda CD36
gibi strese yanit veren proteinlerin aktivasyonuna neden oldugunu gostermistir (Ishii
ve ark., 2004). Bu bilgiler, Nrf2’ nin aterogenez olusumunda CD36 ¢6pcii reseptoriin
ekspresyonunu arttirarak proaterojenik rol oynamakla beraber, HO-1 ve NQOL1 gibi
antioksidan enzimlerin aktivasyonunu saglamasindan 6tiirii koruyucu rol oynadigini

gostermektedir.
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4.4. NADPH Oksidaz ve Aterosklerozdaki Etkisi
Potansiyel hiicresel ROT kaynaklar1 mitokondri, NADPH oksidaz (NOX)

ailesine ait enzimler, disfonksiyonel niktik oksit (NO) sentaz, ksantin oksidaz ve
diger oksigenazlar1 kapsar. Bu kaynaklar arasinda NOX, ROT iiretimi sirasindan
birincil etkinlige sahiptir (Bedard ve Krause, 2007). Bunun da &tesinde, biiyiime,
farklilasma, go¢ ve proliferasyon gibi hiicresel olaylarda rol olan redoks bagiml
sinyal yolaklarin diizenlenmesinde rol almasi agisindan 6nemlidir (Brandes ve ark.,
2010).

NOX ailesi her biri farkli bir c¢ekirdek alt iiniteye sahip 7 iiyeye sahip
oksidazlardir. Bunlar NOX1-5, DUOX1-2 olarak adlandirilmig iiyelerdir (Bedard ve
Krause, 2007). Biitin NOX enzimleri NADPH’i elektron tasiyicisi olarak kullanilir
ve elektronlarin molekiiler oksijene transferinin kataliz eder. Boylece oksijenden,
hidrojen peroksit veya siiperoksit radikali olusturulur. NOX1, 2, 4, 5 kardiyovaskiiler
hiicrelerde eksprese edilirken, NOXS5 sadece insanlarda bulunmaktadir (Dikalov ve
ark., 2008). Enzimlerin hepsi farkli alt tinitelere ihtiyag duyar ve fonksiyonel olarak
da farkli gorevleri bulunmaktadir (Tablo 4.1). NOX1, 2 ve 4 enzim aktivitelerini
kazanmak i¢in daha kiiglik bir tinite olan p22phox altiinitesine baglanir (Dikalov ve
ark., 2008).

Tablo 4.1. Kardiyovaskiiler sistemde NOX aktivitesi, diizenlenmesi ve ekspresyonu. (Sirker ve ark,
2011)

NOX1 NOX2 NOX4 NOX5

Aktivite Cok diistik Cok diistik Yiiksek Diisiik
p22phox ihtiyaci Var Var Var Yok
Diizenleyici NOXO1, NOXA1, p67phox, p47phox, Yok Yok
altiiniteleri Rac p40phox, Rac
Hiicredeki Diiz kas hiicresi, Endotel hiicresi, Endotel hiicresi, Endotelyum,
ekspresyonu Endotel hiicresi Kardiyomisit, Kardiyomisit, Diiz kas hiicresi

Fibroblast, Fibroblast,

Diiz kas hiicresi, Diiz kas hiicresi

Inflamatuar hiicreler

NOXIT1 genel olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC) eksprese olur ancak
endotel hiicrelerinde de eksprese edildigi bildirilmistir. NOX2 ise notrofillerin
fagositik yikimindan sorumlu olmakla beraber diisiik diizeyde inflamatuar
hiicrelerde, kardiomiyositlerde, fibroblastlarda ve VSMC’de eksprese olmaktadir.

NOX4’iin tiim kardiyovaskiiler hiicrelerde eksprese oldugu bilinmekle beraber
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fonksiyonel olarak gorevler tamamen agiklanmamistir. NOXS5 ise insan endotel
hiicreleri ve VSMC2’ de ifade edilmektedir ancak diger NOX izoformlarina gore
patolojik etkisi ¢ok daha zayifitir.

NADPH oksidazlarin ateroskleroz siirecindeki rolleri, farkli etkiler ile
olusmaktadir. Biitlin kan damar1 duvar1 tabakalarinda bulunmasinin yaninda,
(Griendling, 2004) bu enzimler aterogenezde temel rolii olan makrofajlarda
bulunmaktadir (Dale ve ark., 2008). Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarla
olusan siiperoksit radikali, LDL’yi okside edebilir ve okside olmus aterojenik LDL
de NOX enzimlerinin sentezini uyarir. Siiperoksit aracili NO inaktivasyonu, endotel
aktivasyonu ve VSMC proliferasyonu gibi aterogenezde Onemli olan diger
basamaklar1 aracilik yapar. Bunun yaninda, NOX-aracili redoks sinyal yolagi bu
stireglerde 6nem arz etmektedir (Bae ve ark., 2009).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, NADPH oksidazlarin lezyonlarda makrofaj
tutulmasinda 6nemli rolii oldugunu vurgulamistir. CD36 sinyal yolag: ile iligkili
okside LDL tarafindan olusturulan makrofaj fonksiyonundaki degisimlerin, ROT
bagimli fosfotaz inaktivasyonu ile saglandigi gosterilmistir. Bu olayin NOX
inhibitorleri ile engellenmesinin ise bu siirecin NOX bagimli olabilecegini 6ne
stirmiigtiir (Park ve ark., 2009). NOX2 aktivitesini yoklugunda, aterosklerotik
lezyonel bolgelerde azalma oldugu goriilmiistiir. p22phox yiiksek ekspresyonunun
ise arteriyal lezyonlarin biiylimesi ve MMP aktivasyonunda artisa sebep oldugu
goriilmistiir. (Khatri ve ark, 2004). Bunlara ek olarak, Nrf2 knock-out hiicrelerde
yapilan bir ¢alisma, Nrf2-Keap1 yolaginin ROT iiretiminin NADPH oksidazlar yolu
ile diizenledigini gostermistir (Kovac ve ark., 2015). Calismada ayrica Nrf2
ekspresyonundaki artisin NOX4 ekspresyonunda artisa sebep oldugu gosterilmistir.
Bunun yaninda, fare kalplerinde NOX4 overekspresyonu ile bir ¢alismada Nrf2

yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (Brewer ve ark., 2011).

4.5. Proteazomal Degradasyon ve Aterosklerozdaki Rolii
Hiicreler, organizmayi oksidatif hasar gibi durumlarda polipeptidleri kurtarmak

ve proteinlerin normal yapilarina geri donmelerini saglamak i¢in ¢esitli tamir ve
proteoliz mekanizmalari igerir. Tamir mekanizmalar1 sadece bazi metabolik tiriinlere
yonelik olmak iizere oldukga sinirlidir. Proteoliz sistemlerinden iibikitin-proteazomal
sistem (UPS), okside proteinlerin degradasyonunda rol oynayan baslica enzim

sistemidir (Jung ve ark, 2009). Proteazomal sistem baslica 20S, 26S proteazom ve
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immiinoproteazom yapilarindan olusmaktadir (Sekil 4.8). 20S proteazom,
proteazomal sistemde merkezi yapi olarak bilinmektedir ve ATP ve {ibikiitinden
bagimsiz degradasyondan sorumludur. 19S ve 11S gibi ¢esitli diizenleyicilerin 20S
proteazoma baglanmasi ile 26S proteazom ve immiinoproteazom yapilart olusmakta,
fonksiyon ve aktivitede degisiklikler gozlenmektedir. 26S proteazom ATP ve
iibikiitin bagimli degradasyondan sorumludur (Grune ve ark., 1997). Bu farkh
proteazom yapilart birgok stres durumlarinda farkli yanitlar vermektedir.
Proteazomal sistem farkli mekanizmalar ile regiile edilmektedir ve bunlarin arasinda

11 sok proteinleri 6nemli bir yer tutmaktadir.
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Sekil 4.8. Proteazomun yapist ve protein yikimi. Yanlis katlanmis veya hasar gormiis proteinler
iibikitinlenir ve proteazom tarafindan yikilir. (Bozaykut ve ark., 2014)

Asirt ER stresin oldugu durumlarda, hasarli proteinler proteazomal degradasyon
ile uzaklastirilmaktadir. Proteazom, oOzellikle oksidasyon ile hasara ugramis ve
aktivitesini kaybetmis proteinlerin organizmadan uzaklastirilmasinda oldukga etkili
bir yitkim mekanizmasidir (Bozaykut ve ark., 2014). Proteazomal sistem ve UPR
cevabinin yetersiz kaldigi durumlarda devreye giren yolaklar ise apoptoz veya
otofajidir (Benbrook ve Long, 2012). Serbest yag asitleri endoplazmik retikulum
membraninda doymus fosfolipitler seklinde toplanirlar ve endoplazmik retikulum
membraninin biitiinliigiiniin ve fonksiyonunun bozulmasina neden olarak apoptoza

yol agarlar (Borradaile ve ark., 2006).
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UPS, hatali veya yanlis katlanmis proteinlerin yikimini sagladigindan protein
turnover siirecinde merkezi bir role sahiptir ve herhangi bir bozulma olmasi
ateroskleroz olusumunu c¢esitli yonlerden etkileyebilir. UPS o&zellikle diiz kas
hiicreleri olmakla beraber bircok kardiyovaskiiler hiicre tipinde fizyolojik gorev
yapar. Bunun oOtesinde, UPS ‘in kanserde terdpatik hedef olarak kullanilmasi
vaskiiler hastaliklardaki olas1 koruyucu etkisi i¢in umut vermektedir (Kuhn ve ark.,
2011).

UPS, vaskiiler diiz kas hiicre patobiyolojisini, direkt olarak hastalikla iligkili
apoptozu, proliferasyon ve farklilasma gibi siiregleri etkileyerek veya direk olmayan
yollarla hiicresel yanitlari veya ER stres, inflamasyon ve redoks dengesini
etkileyerek rol oynar (Tabas ve Ron, 2011). Vaskiiler diiz kas hiicrelerine ek olarak,
makrofaj ve lenfosit gibi hiicreleri de diizenlenmektedir. UPS ayrica NFkB yolagini
etkileyerek ateroskleroz sirasindaki inflasmasyonda énemli bir rol oynar (Zhang ve
Kaufman, 2008). Lipid metabolizmas1 agisindan ise proteazom inhibitorlerinin ters
kolesterol taginimint ABCA1 iizerinden inhibe ettigi gosterilmistir (Ogura ve ark,
2011). Proteazom inhibitorleri ayrica inflamasyon, gen baskilamasi ve apoptoz
agisindan da ateroskleroz tizerinde etki gostermektedir ancak bu etkilerin
mekanizmalar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir.

Stres kosullarinda proteazom alt liniteleri Nrf2 aktivasyonu ile diizenlemektedir
(Kwak ve ark., 2003). Bunun yaninda 26S proteazom normal kosullar altinda Keap-1
proteinin Nrf2’yi degradasyonu saglamasi ile yikimina sebep olur (Chapple ve ark.,
2012). Ancak kardiyovaskiiler sistemde uzun siireli proteazomal degredasyon

aktivasyonunun, Nrf2 sinyalinin diizenlenmesindeki rolii heniiz agiklanmamustir.

4.6. Vitamin E
4.6.1. Vitamin E’ nin kimyasal yapisi ve emilimi

Vitamin E, biitiin tokoferoller ve tokotrienoller icin kullanilan genel bir terimdir
(Singh ve Devaraj, 2007). Hem tokoferoller hem de tokotrienoller kroman halkasinin
tizerindeki metil gruplarinin pozisyonu ve sayisi farkli olan, trimetil (a-), dimetil (B-
veya y-) ve monometil (3) tokoferol/tokotrienol formlari bulunmaktadir (Traber,
2007). Tokoferoller, doymus izoprenoid C-16 yan zincir tasiyan ve 2', 4’ ve &
pozisyonlarda metil grubu tasiyan tokolden tiirevlenir (Azzi ve Stocker, 2000).
Tokoferoller, doymus bir fitil zinciri igerirken, tokotrienoller ayni zincirin 3’, 7’ ve

11” pozisyonlarinda ¢ift bag bulundurur. Dogal vitamin E kaynaklari, bol miktarda o
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-T igeren aspir tohumu yag1 (59.3 mg/1 g ), zengin miktarda a-, y -,ve o -T iceren
(62.4, 20.4, and 11.0 mg/1 g) soya yagi ve to o-T’a (17.2 mg/l g) ek olarak
tokotrionlar1 (18.3 mg/g) i¢eren palm yagidir (Munteanu ve ark., 2004).

Vitamin E’ nin farkli formlar1 degisik biyopotansiyellige sahiptir ve o-tokoferol,
Vitamin E’ nin biyolojik olarak en yiiksek aktiviteye sahip ve viicut tarafindan en
yiiksek miktarda absorbe edilen formudur (Singh ve Devaraj, 2007). Vitamin E
hidrofobik o6zelliginden dolayl, viicut sivilar1 ve plazmada o6zel tasimim
mekanizmalar1 gerektirir. Vitamin E formlar1 ince bagirsaklarin proksimal kismindan
safra tuzlar1 ve lipitler ile birlikte alinir (Ricciarelli ve ark., 2001). Tokoferoller
trigliseridler, kolesterol, lipitler ve apolipoproteinlerle birlikte silomikronlar i¢inde
taginirlar. Silomikronlarin lipolize olmasi ile vitamin E’ nin bir kismi dokulara
dagilir diger kismi silomikron kalintilari ile birlikte karaciger tarafindan alinir.
Karacigerde a-tokoferol transfer protein (a—TTP, 32 kDa) tarafindan spesifik olarak
taninan a-tokoferol VLDL (Very Low Density Lipoprotein)’e dahil edilip transport
edilerek periferal hiicrelere gonderilir. Bu 6zel yapisindan dolayr serumda bulunan
vitamin E’nin %90’m1 LDL ve HDL fraksiyonlarinda bulunmaktadir (Azzi ve
Stocker 2000; Ricciarelli ve ark., 2001).

Sekil 4.9. a-Tokoferolun yapisi. Sol tarafta a-tokoferolun agik konformasyon yapisi ve sag tarafta
kapali konformasyon yapisi sematize edilmistir. (Meier ve ark., 2003)
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4.6.2. Vitamin E’ nin sinyal iletim mekanizmalari ve aterosklerozdaki rolii

Vitamin E’nin LDL veya plazmada yagda c¢oziinen ve genel zincir Kkirici
ozellikte oldugu bilinmektedir. Vitamin E’ nin 4 izomerinin arasinda biyolojik olarak
en aktif olan1 ise a-tokoferol’ dur (Traber, 2007). Yapilan ¢alismalar, vitamin E’nin
ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklarinin gelisiminde koruyucu etkiye sahip
oldugunu gostermistir (Katsiki ve Manes, 2009). Vitamin E’ nin farmakolojik

dozlarinin LDL peroksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (Princen ve ark., 1992).

Ateroskleroz siireci, kronik inflamasyon olarak kabul edilmektedir (Ross, 1999)
ve vitamin E’ nin bu silirecte antioksidan Ozelliklerinin yani sira sinyal iletim
yolaklarinda ve gesitli gen ekspresyonlarindaki etkileri ile antiinflamatuar rol
oynadig1 gosterilmistir (Azzi ve Stocker 2000; Ozer ve ark., 2006; Bozaykut ve ark.,
2014; Sozen ve ark., 2014) (Sekil 4.9). Vitamin E’ nin bu antioksidan olmayan
ozellikleri, LDL oksidasyonunu o6tesinde bir koruma saglayarak kardiyovaskiiler
hastaliklardaki koruyucu roliiniin daha genis olabilecegini One siirmektedir
(Honarbakhsh ve Schachter, 2009). Vitamin E, kopiik hiicre olusumu, monosit alimi
(Wu ve ark., 1999), kemokin salinimi1 (Devaraj ve Jialal, 1999) ve makrofajlarda
bulunan CD36 gibi ¢opcii reseptorlerin ekspresyonunu azaltarak gorev yapar
(Munteanu ve ark., 2006, Ozer ve ark., 2006). Vitamin E, ayrica ICAM-1, VCAM-1
ve E-selektin gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak (Zapolska-
Downar ve ark., 2000), SMC proliferasyounu (Ozer ve ark., 1993) ve platelet
agregasyonunu (Freedman ve ark., 1996) inhibe ederek ve NO biyoyararlanimini
(Keaney ve ark., 1993) arttirarak ateroskleroz gelisimininde koruyucu rol oynayailir.
Vitamin E’nin bu etkilerini, oXLDL tarafindan aktive edilen protein kinaz C sinyal
yolaklariin inhibisyonu gibi antioksidan olmayan mekanizmalarla sagladig:
gosterilmistir (Murohara ve ark., 2002). Ozer ve beraberindekiler (1998) o-
tokoferoliin PKC aktivitesini baskiladigini, bir antioksidan olan probukolun ise PKC
aktivitesini baskilamada etkili olmadigin1 gostermislerdir. o-tokoferoliin PKC
aktivitesindeki etkisinin, enzimin defosforiasyonu yolu ile meydana geldigi in vivo

modelde gosterilmistir (Ricciarelli ve ark., 1998).

Yapilan ¢alismalar, okside LDL ile indiiklenen NF-xB aktivasyonunun, vitamin
E aracili PKC baskilanmasi ve IkB degredasyonu ile engellendigini gostermistir (Li
ve ark., 2000). Bunun yaninda, insanlarda yaglanmaya bagli olarak artan MMP-1

ekspresyonu, o-tokoferol ile azalmaktadir (Riccirelli ve ark., 1999). a-tokoferol,
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MMP-1 gen transkripsiyonunu dogal inhibitérii olan TIMP-1’1 etkilemeden direk
sekilde azaltmistir (Ricciaeelli ve ark., 1999). Grubumuzun daha Once yaptigi
caligmalar ise Vitamin E’nin lipit birikimini PPARy ve ABCAl mRNA

ekspresyonlarini arttirarak azalttigini gostermistir (Bozaykut ve ark., 2014).

Vitamin E’nin diger bir antiaterojenik 6zelligi, endotelyal NO sentaz mRNA
ekspresyonunun upregiilasyonunu saglamasidir (Goya ve ark., 2006). Bu sekilde
endotelyumunun okside LDL ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 koruyarak ve endotel
hiicre proliferasyonunu Saglayarak, endotel apoptozisinin azaltmasma ve endotel
disfonksiyonunu engellemesine neden olur (Ulrich-Merzenich ve ark., 2002, Li ve
ark., 2000). Bunlara ek olarak, grubumuz daha 6nceki ¢alismalarinda, vitamin E’nin
ateroskleroz siirecinde olusan oksidatif stres {iizerindeki etkisini goOstermistir.
Ateroskleroz siirecinde yaklasik 3 kat artan siiperoksit radikali seviyelerinin vitamin
E tarafindan kontrol seviyelerine kadar distiigii gozlenmistir (Bozaykut ve ark.,

2014).

| l

Tokoferolunalimive Lipit alim Adezyon ve Ekstraseliiler proteinlerin Hiicresel sinyal ve
yikimi inflamasyon diizenlenmesi hiicre déngiisii
*Tokoferol transfer protein * SR-BI *E-selektin *Tropomiyozin *5iklin D1, siklin E
*SitokromP450 (CYP3A) *SR-Al/II *|ICAM-1 integrinler *Kollajen-a-1 *Bel2
*GlutatyonS-transferaz *CD36 *Glikoprotein Ilb *Bag dokusu hiiyiime *p27
*IL-2, IL-4, IL-1B faktdrii *CDS5
* TGF-B *MMP-1, MMP-18 *PPAR-y

Sekil 4.10. Vitamin E’nin gen ekspresyonu ve aterosklerozdaki rolleri. (Azzi ve ark., 2004)
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5. GERECLER ve YONTEMLER

Hayvanlara uygulanan yoOntemlerin etik kurallara uygunlugu
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu” tarafindan 02.12.2014

tarihi ve 79.2014.mar numarasi ile onaylanmustir.

5.1. Kullanilan Geregler

“Marmara

Kontrol ve deney gruplart 2-4 aylik erkek albino tavsanlardan olusturuldu.

Tavsan yemi (vitamin E’den fakir olarak hazirlandi) M.Barbaros Denizeri Yem

Sanayi'nden ve RRR-a-tokoferol (Evigen, i.m.) Aksu Farma Tibbi Uriinler Ilac

Sanayii’nden temin edildi. Calismada kullanilan tim kimyasallar uygun kalite ve

safliktaydi.

5.1.1. Kullanilan kimyasallar
PMSF (Sigma)

DTT (Biomatik)

EDTA (Sigma)

Tris baz (Sigma)

Bradford i¢in protein assay (Biorad)
SDS (Sigma)
Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu (Biorad)
Amonyum persiilfat (Sigma)
TEMED (Sigma)

Glisin (Sigma)

2-B Mercaptoethanol (Merck)

Brom fenol mavisi (Merck)
Metanol (Merck)

Ponceau S (Sigma)

Sodyum kloriir (Merck)

Kolesterol (Dolder)
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Dietileter (Kimetsan)

Formaldehit (Merck)

Tween 20 (Biomatik)

Skim Milk Powder (Fluka)

Protein molekiil agirligi belirteci (Precision Plus Protein Standards, Biorad)
Phospho PERK rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)
Phospho IRE-1 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

Grp94 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

Grp78 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)

Nrf2 rabbit monoclonal antibody (Santa Cruz)

GSTa goat polyclonal antibody (Abcam)

NOX4 rabbit monoclonal antibody (Thermo)

Immun-Star goat anti-rabbit HRP conjugate (Biorad)

Immun-Star goat anti-mouse HRP conjugate (Biorad)

Trans-Blot Transfer Medium (Biorad)

Kemiluminesans kit 20X LumiGLO ve 20X Peroxide (Cell Signaling)
N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin (Sigma)
7-Amino-4-methylcoumarin (Sigma)

Hexokinase F-300 (Sigma)

2-Deoxyglucose (Sigma)

ATP (Sigma)

Leupeptin hemisulfate salt (Sigma)
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5.1.2. Kullamilan cihazlar
Ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi “High Performance Liquid

Chromatography, HPLC” (Waters), U.V dedektor ve integrator (Waters)
Hitachi modiiler sistem P800 (Roche)

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (Biorad) ve Elektroforez sistemi (EC 330 Midicell)
U.V goriintiileme cihazi (Vilbert Lourmat)

Otoklav (Hirayama Hiclave)

Mikrosantrifiij (Thermo)

pH metre (Corning)

Vorteks (Cleaver Scientific)

Santrifiij (Sartorius)

Spektrofotometre (Biorad)

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad)
Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad)

Orbital Shaker (Major Science)

Ultra Turrax T25, Homojenizator (IKA)

ChemiDoc (BioRad)

5.1.3 Cozeltiler

0.1 M Disodyumetilendiamintetraasetat (EDTA): 1.861 g etilendiamintetraasetat
beher icine alind1 ve 40 mL ddH,O eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla
¢cozlinmesi saglandi. pH’s1 sodyum hidroksit ile 8.0’ e ayarland1 ve ddH,O ile 50

mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak sterilize edildi.

0.1 M Fenilmetansulfonilflorid (PMSF): 34.8 mg PMSF tartilarak ependorf i¢ine
alindi ve 2 mL metanol eklendikten sonra vorteks yardimiyla ¢éziinmesi saglandi.

Hazirlanan ¢ozelti 15 pl’lik hacimlere boliinerek -20°C’da saklandi.
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1 M Ditiotreitol (DTT): 154.2 mg DTT tartilarak appendorf igine alind1 ve 1 mL
ddH,0 eklendikten sonra vorteks yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti

40 pl’lik hacimlere boliinerek -20°C°da saklandi.

10 mM Fosfat tampon soliisyonu (PBS-Phospate buffer saline): 10 mM disodyum
hidrojen fosfat {izerine 10 mM sodyum dihidrojen fosfat pH’s1 7.4’¢ ayarlandi.
Cozeltinin her 100 mL’si i¢in 0.9 g NaCl eklendi. Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak

sterilize edildi.

1 M Tris-HCI tamponu: 242.2 mg tris tartilarak beher igine alindi ve 80 mL ddH,0
eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. pH’1 SN HCl
ile 7.4° e ayarlandi ve bir balon jojeye alinan ¢ozelti ddH,O ile 100 mL’ye

tamamlandi.

1,5 M Tris-HCI tamponu: 18.2 mg tris tartilarak beher igine alindi ve 60 mL ddH,0
eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢éziinmesi saglandi. pH’s1t 5N HCI

ile 8.8’¢ ayarlandi ve bir balon jojeye alinan ¢6zelti ddH,O ile 80 mL’ye tamamlandi.

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (%10): 50 g SDS tartilarak beher ig¢ine alind1 ve
tizerine 80 mL ddH,O eklendikten sonra manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oéziinmesi

saglanarak oda 1sisinda saklandu.

Amonyumpersiilfat (APS) (%10): 0.1 g amonyumpersiilfat tartilarak ependorf igine
alind1 ve 0.9 mL ddH,O eklendikten sonra vorteks yardimiyla ¢oziinmesi saglandi.

Deney giinii taze hazirlandi.

Ponceau S boyasi: 0.1 g Ponceau S tartilarak beher i¢ine alindi ve 500 pg asetik
asitle birlikte 30ml ddH,O eklenerek manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi
saglandi. Coziindiikten sonra bir balon jojeye alinan ¢ozelti ddH0O ile 50 mL’ye

tamamlandi.

5X Elektroforez (Running) Buffer: 30 g Tris, 143 g Glisin, 5 g SDS tartilarak
balon joje i¢ine alind1 tizerine 1000 mL ddH,O eklendikten sonra manyetik karistiric

yardimiyla ¢6ziinmesi saglandi. Kullanmadan 6nce 1X olcak sekilde seyreltildi.
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25 mM Tris, 192 mM Gilisin, % 20 v/v Metanol PH: 8,3 Transfer Buffer: 3.03 g
Tris, 14.4 g glisin tartilarak balon joje i¢ine alindi ve 800 mL ddH,O ile 200 ml
metanol eklendikten sonra manyetik karistirici yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. +4

%C’ye konularak kullanima hazir hale getirildi.

10X Tris-Buffered Saline (TBS): 24.2 g Tris, 80 gr. NaCl tartilarak balon joje igine
alind1 ve 300 mL ddH,O eklenerek konsantre HCI ile pH’s1 7.6’ya ayarlandi. Distile

su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

1X Tris-Buffered Saline Tween 20 (TBST): Onceden hazirlanan 10X TBS 1 litre
1X yapilarak tizerine 500 pL Tween 20 eklendi.

Protein izolasyonu icin homojenizasyon tamponu: 15 mL’ lik tiip igerisine 100 pL
EDTA + 10 uL DTT + 10 uL PMSF + 50 pL Leupeptin+ 6,85 ug Pepstatin+ 50 ug
Aprotinin+1,84 mg sodyum vanadat eklendi. 1 M Tris-HCI (PH:7,4) ile 10 mL"ye

tamamlandi.

3x 26S tampon cozeltisi: 13,6 g Tris baz, 1,7 g KCI, 0,8 g Mg-Acetat x 4H,0, 0,76
MgCI2x6H,0 240 ml distile su ile 250 ml’lik siseye eklendi. Kimyasallar

¢oziildiikten sonra pH 8.2° ye ayarlandi ve distile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

Fluropeptit-substrat SUC 2 nM stok soliisyonu: 10 mg SUC 6,55 ml DMSO
icerisinde ¢oziildii. 100 pl’lik aliquatlar seklinde ependorflara béliindii ve -20°C” ye
kaldirildi.

5.2. Yontemler

5.2.1. Deney plam
Calismada yaslar1 2-4 ay arasinda degisen (anne siitiinden kesildikten hemen

sonra) ve agirliklart 1000-2000 gr arasinda olan 24 adet erkek albino tavsan
kullanildi. Tavsanlar her grupta 6 adet olacak sekilde asagidaki protokole uygun

sekilde gruplandirildi. Biitiin Tavsanlar vitamin E’ den fakir yem ile beslendi.
1. Grup: Yem ile beslendi.
2. Grup: Yem ile beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/giin uygulandi.

3. Grup: % 2 kolesterol igeren yem ile beslendi.
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4. Grup: % 2 kolesterol igeren yem ile beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50

mg/kg/gilin uygulandi.

Enjeksiyonlar her iki bacaga giinasir1 intramuskiiler olarak uygulandi. Biitiin
tavsanlar giinde 100 g yem ile 8 hafta siire ile beslendi ve her bir tavsan ayri bir
kafeste barindirildi.  Kolesterol igeren yem, kolesterolin dietileter i¢inde
¢Oziindiiriilerek yeme karistirllmasi ve daha sonra eterin tamamen ugurulmasi

seklinde hazirlandi.

5.2.2. Tavsanlar ile ilgili materyallerinin alinmasi ve saklanmasi
Tim tavsanlardan deney oncesi kulak veninden kan ornekleri alindi, santrifiij

edilene kadar buz iizerinde bekletildi ve +4°C de 4000 rpm’de sanrtrifiij edildi.

Sekiz hafta sonunda tavsanlara periton i¢ine 50 mg/kg ketamin HCI ve 5 mg/kg
ksilazin HCI uygulanarak derin anestezi saglandi. Toraks disseksiyonunu takiben
aortalar1 serbestlestirildi. Sag ventrikiilden injektérle 10 mL kan alindiktan sonra
aortalar arkus hizasindan kesildi veyaklasik 3 mm uzunlugunda bir kesit mikroskobik
incelemeler i¢in % 10 tamponlanmis formalin i¢inde tespit edildi. Daha sonra torasik
aorta diyafram hizasina kadar c¢ikarildi. Adventisya tabakasi temizlendi, damar
uzunlamasina acildi, endotel tabaka kazindi. Protein izolasyonu yapilacak aorta

dokular1 s1v1 nitrojenle hemen dondurularak -80 °C’ye kaldirildu.

Serum lipit profili ve vitamin E analizleri i¢in kan 6rnekleri kuru tiiplere ayrildi
ve santrifiijlenerek serumlari ayrildi, vitamin E igin kullanilacak serumlar azot

gazindan gegirildi.

5.2.3. Kan tetkiklerinin prensipleri
Kan kolesterol degerlerinin saptanmasi1 Hitachi Modiiler sistem P800 (Roche),

kan vitamin E diizeylerinin Ol¢lilmesi ters fazli yiiksek performansh sivi

kromatografisi (Waters) kullanilarak yapildi.

5.2.3.1. Serum total kolesterol diizeylerinin o6l¢iilmesi
Bu yontem, kolesterol esteraz kolesterol esterlerini serbest kolesterol ve yag

asitlerine  hidrolizi prensibine dayanir. Kolesterol oksidaz kolesteroliin
oksidasyonunu katalizleyerek kolest-4-ene-3-one ve H,0O, olusturur. Peroksidaz
varliginda, olusan H;O, fenol ve 4-aminofenazon ile oksidatif bir etkilesim
saglayarak kirmizi renkli kinonemin bilesiklerini olusturur. Bu kirmizi renkli

kinonemin bilesikleri spektrofotometrik olarak absorbanslar1 dSlgiilerek total
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kolesteroliin miktarlar1 mg/dL olarak belirlenmektedir. Reaktif olarak sodyum Kolat,

fenol, 4-aminofenazon, kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz, peroksidaz kullanildu.

5.2.3.2. Serum a-tokoferol diizeylerinin 6l¢iilmesi
200 pL tavsan serumu tlipe ayrildi, 200 pL askorbatli etanol (1 gr/L) ile

muamele edilerek deproteinize edildi. 24 pL asetonitril eklenerek 1 dakika
vortekslendi. Uzerine 500 uL HPLC grade heksan eklenerek 2 dakika vortekslendi
ardindan 1 dakika 3000 rpm (1000 g)’de santrifiijlendikten sonra en iistteki heksan
faz1 toplandi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Bu sekilde serumdaki a-tokoferol yaklasik
1500 uL heksan i¢inde elde edildi. Bu ¢dzeltinin 1250 plL’si tiipe alindi ve 36 °C su
banyosunda sivi azotla heksan tamamen wuguruldu. Tiiplerin agz1 sikica

parafilmlenerek ¢aligmaya hazir hale getirildi.

HPLC uygulamasi i¢in tiipteki kalintinin iizerine 20 pL askorbatli etanol (1 gr/L)
eklendi ve vortekslendi. Ardindan 400 puL mobil faz (metanol : su ; 95:5) eklendi, 1
dakika vortekslendi ve 1 dakika sonikasyonla degaze edildi. Karisim 45 nm’lik

filtrelerden stzuldi.

Bu siiziintiiden alinan 50 puL 6rnek, akis hiz1 1.5 mL/dk olacak sekilde HPLC C-
18 Bondapak kolonuna injekte edildi ve absorbans degerleri Waters UV dedektor ile
294 nm’de okundu. o-Tokoferol tepeleri standart tepelerle karsilastirilarak

konsantrasyon hesaplandi1 ve ug/mL olarak ifade edildi (Nierenberg ve Nann, 1992).

5.2.4. Isik mikroskobu incelemeleri
Ornekler, %10 tamponlanmis formalin icinde 4 saat tespit edildikten sonra

yiikselen alkol serilerinden gegirilerek sulari alindi. Daha sonra 30’ar dakika 2 kere
ksilenle muamele edildikten sonra 1 gece 60 °C’de erimis parafin i¢inde bekletildi ve
daha sonra parafine gémiildii. 5 um kalinliginda alinan kesitler hemotoksilen-eosin

boyasi ile boyand1 ve 151k mikroskobu incelemeleri yapildi.

5.2.5. Aorta dokusundan total protein izolasyonu
Tavsan torasik aorta dokusundan yaklasik 100 mg aorta pargast steril bir cam tiip

igerisine konuldu. Uzerine 0,5 ml homojenizasyon tamponu eklenerek 2 dakika buz
icerisinde bekletildi. Ultraturrax homojenizatorii kullanilarak 24.000 rpm’ de 20
saniye homojenize edildi. Dokular iyice homojenize olmamis ise islem tekrarlandi.

Doku homojenat1 + 4 °C’ de 10000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
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protein tayini i¢in ayrildi. Bradford yontemi kullanilarak protein tayini yapildi ve

total protein igeren homojenat -20 °C’ de saklandi.

5.2.6. Protein konsantrasyonunun hesaplanmasi
Elde edilen 6rneklerdeki total protein konsantrasyonu, Bradford protein tayini

(BioRad Protein Assay) yontemi ile 6lciildii. Oncelikle Bovine Serum Albiimin
(BSA) kullanilarak 0 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0
mg/ml, 1.2 mg/ml konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Her bir ependorfa 4ul
standart veya bilinmeyen 6rnek ve 200 pl ¢alisma ayiract (protein assay — Biorad)
eklendi. Daha sonrasinda karanlik ortamda 5 dk olmak iizere inkiibasyona birakildi.
Olusan mavi renkli irtin 595 nm’ de absorbsiyon spektrofotometrede (smartSpec
plus, Biorad) olgiildii. Olusturulan standart egriye gore Orneklerdeki protein

miktarlar1 hesaplandi.

5.2.7 SDS-PAGE jel elektroforezi ve immunblotlama
Ik olarak %35’ lik yiikleme jeli (1 M Tris-HCI, %30 (w/v) Akrilamid, %10

(w/v) SDS, %0,05 (w/v) APS ve %0,05 (w/v) TEMED, pH:6.8) ve % 12’ lik ayirma
jeli (1.5 M Tris-HCI, %30 (w/v) Akrilamid, %10 (w/v) SDS, %0.05 (w/v) APS,
%0.05 (w/v) TEMED eklenerek pH 8.8) hazirlandi. Aorta dokulari i¢in 30 pg
protein igeren homojenatlar 1 mM Tris-HCI, %40 gliserol, %8 SDS, %20 2-B-
merkaptoetanol, %0.03 bromfenol mavisi igeren jel yiikleme tamponu ile 1’e¢ 4
oraninda sulandirild1 ve 95°C’de 4 dakika 1sitilarak denatiire edildi. Denatiire edilen
ornekler polimerize olmus jele yiiklendi. 2 L, elektroforez yiiriitme tamponu iginde
100 volt sabit akimda 1-1.5 saat siirede proteinler ayristirildi (Biorad, Mini-
PROTEAN 3 Cell). Protein molekiil agirlig1 belirleyicisi olarak “Precision Plus
Protein Standards” (Biorad) kullanildu.

Ayristirilan proteinler, immunoblotlama ile ortam sicakliginda 100 volt sabit
akimda, 25 mM Tris-baz, 192 mM glisin ve %20 v/v metanol iceren, pH 8.3’liikk
transfer tamponunda 2 saat siirede 0.2 pum kalinliktaki nitroselluloz membrana
aktarildi (mini transblot elektroforetik transfer cell-BioRad). Daha sonra membran
ponceau S boyasi ile muamele edilip proteinlerin transferi kontrol edildi. Membran

antikor ile tayin edilene kadar PBS icerisinde +4 de birakildi.

Antikor ile tayin i¢in ilk agama olarak membran %05 oraninda siit tozu TBST

igerisinde hazirlanarak 1 saat bloke edildi. Sonrasinda, membran %5 siit tozu-TBST
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karisimi ile %1000-500 oraninda fosfo IRE, fosfo PERK, Grp94, Grp78, Nrf2,
GSTa, NOX4 proteinlere karsi gelistirilmis primer antikorlar ile +4 derecede gece
boyu inkiibe edildi. Baglanmamis antikorlarin PBST ile yikanmasindan sonra
membran siit tozu-TBST karistmi ve 1/5000 dilusyonlarda tavsanlara karsi
gelistirilmis amplifiye horseradish peroksidaz (HRP) isaretli ke¢i sekonder antikoru
ile 1 saat inkiibe edildi. Membran PBST ile yikandiktan sonra kemiluminesans kit
ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Cell Signaling) kemiluminesans bir reaksiyon
gerceklestirildi ve ChemiDoc cihazi (BioRad) gériintiileme cihazi ile ve Imegelab
programi kullanilarak membranlarin goriintii alindi. Tiim goriintiilerdeki bantlarin

piksel yogunlugu ‘Image J Program1’ ile esit biiyiikliikte alanlarda dl¢iildii.

5.2.8. Proteazomal aktivitenin tayini
Aorta dokularindan izole edilen protein homojenatlarindan proteazom aktivitesi

flurojenik ELISA metodu ile belirlenmistir. 10 pL slipernatant alindi ve 96 kuyuluk
mikroplaklarda her &rnek 3 paralel olarak buz iizerinde calisildi. Orneklerin {izerine
33,3 uL 26S tampon ¢ozeltisi [450 mM Tris(base), 90 mM KCl, 15 mM Mg-Acetat X
4 H20, 15 mM MgCI2 x 6 H20], 0,2 uL DTT (0.5 M), 66,5 uL H20 ve 10 pL 2 mM
fluorojenik proteozom substratr “suc-leu-leu-val-tyr-methylcoumaryl amide” (Suc-
LLVY-MCA) ilave edildi ve peptidaz aktivitesi Olgiildi. Reaksiyon 37 °C’de, 30
dakika boyunca yiiriitiildii. Reaksiyon sonucunda ag¢iga ¢ikan metilkumarin peptidin
floresans1 365 nm eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boylarinda florimetride
Olctildii. Metilkumarin standart c¢ozeltilerinin floresanslarinin  direkt 6lclimiiyle
hazirlanan standart egriye gore proteazom aktivitesi dakika ve mg protein basina
nmol MCA agiga c¢ikist olarak hesaplandi. Hesaplama icin Orneklerin protein

miktarlar1 Bradford yontemi ile tayin edildi.

5.2.9. Kullanilan istatiksel yontemler
Bu calismanin istatistiksel analizleri GraphPad yazilimi kullanilarak yapilmistir.

Istatistiksel degerlendirmelerde ANOVA testi kullanilarak anlamlilik sinirt p<0.05

olarak alinmistir. Degerler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Serum Kolesterol Diizeyleri
Kontrol, vitamin E, kolesterol ve kolesterol + vitamin E gruplaridaki

tavsanlarin 0. haftada serum kolesterol diizeyleri sirasiyla; 70.6 + 6.4 mg/dL, 100 +
29.7mg/dL, 66 + 22.8 mg/dL, 50.5 + 11.1 mg/dL olarak belirlendi. Sekizinci hafta
sonunda tavsanlarin serum kolesterol diizeyleri, kontrol grubunda 46.3 + 1.5 mg/dL,
vitamin E grubunda 63 + 9.5 mg/dL, kolesterol grubunda 2321 + 769.9 mg/dL,
kolesterol + vitamin E grubunda 2508.7 + 469.5 mg/dL olarak bulundu (Tablo 6.1).
Kolesterol alan gruplarin 8. hafta sonunda kolesterol diizeylerinin yaklasik olarak 40
kat arttig1 ve meydana gelen artisin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edildi ( p< 0.001).

Serum Kkolesterol diizeyleri
GRUPLAR (mg/dL)
0. hafta 8. hafta
Kontrol 70.6 £ 6.4 463+1.5
Vitamin E 100+ 29.7 63+95
Kolesterol 66 +22.8 2321 +769.9°
Kolesterol + Vitamin E 50.5+11.1 2508.7 + 469.5"F

Tablo 6.1. Sekiz hafta siire ile vitamin E’den fakir yem ile beslenen tavsanlara kolesterol ve vitamin E
verilmesinin serum kolesterol diizeyine etkisi. 0. hafta ile 8. hafta kiyaslandiginda *p<0.001, 8. hafta
kontrol grubu, kolesterol ve kolesterol + vitamin E gruplari ile kiyaslandiginda "p<0.001, ortalama +
standart sapma, (n=3).

6.2. Serum Vitamin E Diizeyleri

Sekiz hafta sonunda kontrol grubunda serum vitamin E diizeyi ortalamas1 2.88 +
1.36 pg/mL, vitamin E grubunda 29.22 + 20.14, kolesterol grubunda 24.52 +
3.42ug/mL, kolesterol + vitamin E alan grupta 17.39 + 10.31 ug/mL olarak 6l¢iildii
(Tablo 6.2). Sekizinci hafta kontrol grubu ile vitamin E, kolesterol grubu ve

kolesterol + vitamin E grubu kiyaslandiginda kolesterol + vitamin E grubundaki
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serum vitamin E diizeylerinin artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).
Yagda ¢oziinen bir vitamin olan vitamin E’ nin LDL igerisinde taginmasindan Otiirii,
Vitamin E’den fakir beslenen kolesterol grubunda artan LDL degerlerine paralel bir

sekilde, vitamin E degerlerinin normalden yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir.

Serum vitamin E diizeyleri
GRUPLAR (ng/mL)
8. hafta
Kontrol 32+1.8
Vitamin E 22.1+£55""
Kolesterol 24.7+3.17"
Kolesterol + Vitamin E 23.9+4.2""

Tablo 6.2: Sekiz hafta siire ile vitamin E’den fakir yem ile beslenen tavsanlara kolesterol ve vitamin
E verilmesinin serum vitamin E diizeyine etkisi. 8. hafta, vitamin E, kolesterol ve kolesterol + vitamin
E grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda "p<0.001, ortalama + standart sapma, (n=3).

6.3. Aortanin Isik Mikroskobu ile incelenmesi

Kontrol ve vitamin E grubundaki tavsanlarin aorta Orneklerinde bitiinligi
bozulmamis endotel tabakasi ve internal elastik lamina, normal bir intima ve media
tabakasina sahip olan damar kesitleri goriildii (Resim 6.1A ve 6.1B ). Kolesterolden
zengin yem ile beslenen grupta endotel tabakasinin biitiinliigliniin bozuldugu ve
intimada hiicre tabakasinda belirgin bir kalmlasma oldugu gozlendi. intimadaki
hiicrelerin sitoplazmalarinda lipit vakuollerinin birikerek kopiik hiicreleri olustugu
gozlendi. Elastik liflerin bozulmus oldugu ve diiz kas hiicreleri arasinda yer yer lipit
damlaciklarinin bulundugu gozLendi (Resim 6.1C). Kolesterol+vitamin E verilen
grupta, kolesterol grubuna kiyasla damar yapisinda intimal kalinlagsmanin olmadig:
veya minimal oldugu, intima veya mediada kopiik hiicrelerin ¢ok diisiik seviyede
goriildiigli, media tabakasinda elastik liflerin yapisinin ise normal oldugu gozlendi

(Resim 6.1D).
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Resim 6.1. Her deney grubunu temsil eden bir tavsan aortasinin 1g1k mikroskopi fotograflari (x40).
A)Kontrol grubu (x40), B)Vitamin E (x40), C)Kolesterol grubu (x40) ve D) Kolesterol + vitamin E
grubu (x40).
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6.4. Aorta Dokusunda fosfo IRE-1 Protein Ekspresyonu
Kolesterol ve Vitamin E’ nin ER stres tizerindeki etkisini incelemek amaciyla

torasik aorta 6rneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan fosfo IRE-1
protein ekspresyonu immunblotlama yontemi ile analiz edildi ve B-aktin® e gore
normalize edildi (Resim 6.2). Kontrol grubunun protein ekspresyonu % 100 kabul
edilerek diger gruplar degerlendirildiginde, vitamin E grubu 97,1+6,3, kolesterol
grubu 178,1+32,7, kolesterol+vitamin E grubu 118,7+35,8 olarak bulundu. 8 hafta
stire kolesterol verilmesi ile pPERK protein ekspresyonunun yaklasik olarak 2 kat

arttig1 bulunmustur (p<0.05) (Sekil 6.1).

Kontrol Vit E Kolesterol Kol.+vit E

I Fosfo IRE1 (110 kD2
I 21 (42 k02

Resim 6.2. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta fosfo IRE-1 protein ekspresyonunun
X-Ray film iizerinde bandlarinin goriintisii.
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Sekil 6.1. Torasik aortada fosfo IRE-1 protein ekspresyonu. Kolesterol grubu, kontrol grubu ve
vitamin E grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu *p<0.05 vs kontrol, #p<0.05
vs vitamin E, (n=3).

6.5. Aorta Dokusunda fosfo PERK Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres iizerindeki etkisini incelemek amaciyla
torasik aorta Orneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan ER stres
belirteci fosfo PERK protein ekspresyonu immunblotlama yontemi ile analiz edildi
ve P-aktin® e gore normalize edildi (Resim 6.3). Kontrol grubunun protein
ekspresyonu % 100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde, vitamin E

grubu 48,4+5,2, kolesterol grubu 271,1+£52,9, kolesterol+vitamin E grubu 81,1£27,9
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olarak bulundu. Kolesterol grubu kontrol grubuna kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli, yaklasik 3 kat bir artis oldugu ve kolesterol igceren diyete ek olarak vitamin
E verilmesinin fosfo PERK seviyesini anlamli bir diizeyde disiirdiigii goriilmistiir
(p<0.05) (Sekil 6.2).

Kontrol Vit E Kolesterol Kol.+vit E
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Resim 6.3. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta fosfo PERK protein ekspresyonunun
X-Ray film iizerinde bandlarinin goriintiisii.
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Sekil 6.2. Torasik aortada fosfo PERK protein ekspresyonu. Kolesterol grubu kontrol grubu ile,
vitamin E grubu ve kolesterol+vitamin E grubu kolesterol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bulundu *p<0.05 vs kontrol, #p<0.05 vs kolesterol, (n=3).

6.6. Aorta Dokusunda Grp94 Protein Ekspresyonu

Torasik aorta Orneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan ER
saperonu Grp94 protein ekspresyonu immunblotlama yontemi ile analiz edildi ve -
aktin’ e gore normalize edildi (Resim 6.4). Kontrol grubunun protein ekspresyonu
%100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde, vitamin E grubu 51,2+17,5,
kolesterol grubu 140,2+12,9, kolesterol+vitamin E grubu 58,4+18,6 olarak bulundu.
Kontrol grubuna gore, kolesterol grubunda istatiksel olarak anlamli, yaklasik 1,5 kat
bir artis oldugu ve bu artisin vitamin E grubu verilen grupta azaldigir gorildi
(p<0.05) (Sekil 6.3).

41



Kontrol VitE Kolesterol Kol +vitE
—— . . G194 (94 KDa)

——— . — -2k tm (42 kDa)

Resim 6.4. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta Grp94 protein ekspresyonunun X-
Ray film iizerinde bandlarinin goriintiisi.
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Sekil 6.3. Torasik aortada Grp94 protein ekspresyonu. Kolesterol grubu kontrol grubu ile, vitamin E
grubu ve kolesterol+vitamin E grubu kolesterol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlt
bulundu *p<0.05 vs kontrol, #p<0.05 vs kolesterol, (n=3).

6.7. Aorta Dokusunda Grp78 Protein Ekspresyonu

Torasik aorta drneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan diger bir
ER saperonu olan Grp78 protein ekspresyonu immunblotlama yontemi ile analiz
edildi ve B-aktin’ e gore normalize edildi (Resim 6.5). Kontrol grubunun protein
ekspresyonu %100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde, vitamin E
grubu 78,1+32,5, kolesterol grubu 159,2+44,5, Kkolesterol+vitamin E grubu
108,9+47,1 olarak bulundu. Kolesterol grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli, yaklasik 1,5 kat bir artis oldugu ve artigin vitamin E grubu
verilen grupta azaldigi goriildi (p<0.05) (Sekil 6.4).

Kontrol VitE Kolesterol Kol +vit E
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Resim 6.5. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta Grp78 protein ekspresyonunun X-
Ray film iizerinde bandlarinin goriintiisi.
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Sekil 6.4. Torasik aortada Grp78 protein ekspresyonu. Kolesterol grubu kontrol grubu ile, vitamin E
grubu ve kolesterol+vitamin E grubu kolesterol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu *p<0.05 vs kontrol, #p<0.05 vs kolesterol, (n=3).

6.8. Aorta Dokusunda Nrf2 Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve Vitamin E’nin Nrf2 ekspresyonu iizerindeki etkisini incelemek
amaciyla torasik aorta 6rneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan Nrf2
protein ekspresyonu (-aktine’e gére normalize edilerek immunblotlama yontemi ile
analiz edildi (Resim 6.6). Kontrol grubu ekspresyonu % 100 kabul edilerek diger
gruplar degerlendirildiginde, vitamin E grubu 69,4+5,5, kolesterol grubu 228,3+71,4,
kolesterol+vitamin E grubu 179,8+32,9 olarak bulundu. Kolesterol grubunda Nrf2
protein ekspresyonun, kontrol ve vitamin E grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli
arttig1 gorildi (p<0.05) (Sekil 6.5).
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Resim 6.6. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta Nrf2 protein ekspresyonunun X-Ray
film lizerinde bandlarinin goriintiisii.
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Sekil 6.5. Torasik aortada Nrf2 protein ekspresyonu. Kolesterol grubu, kontrol grubu ve vitamin E
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu. *p<0.05 vs kontrol, *p <0.05 vs vitamin
E, (n=3).

6.9. Aorta Dokusunda GSTa Protein Ekspresyonu

Kolesterol ve vitamin E’nin GSTa ekspresyonu {izerindeki etkisini incelemek
amaciyla torasik aorta drneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarinda GSTa.
protein ekspresyonu B-aktine’e gore normalize edilerek analiz edildi (Resim 6.7).
Kontrol grubu ekspresyonu % 100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde,
vitamin E grubu 137,1+29,2, kolesterol grubu 57,148,8 kolesterol+vitamin E grubu
204,4+27,5 olarak bulundu. GSTa protein ekspresyonun kolesterol grubunda kontrol
ve vitamin E grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bi diizeyde diistiigii, vitamin E

verilem gruplarda ise arttig1 goriildii (p<0.05) (Sekil 6.6).
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—— e — 5T (26 58
— e — b 42408

Resim 6.7. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta GSTa protein ekspresyonunun X-
Ray film iizerinde bandlarinin goriintiisi.
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Sekil 6.6. Torasik aortada GSTa protein ekspresyonu. Kolesterol grubu kontrol ve vitamin E grubu ile
ve kolesterol+vitamin E grubu ile kolesterol grubu kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bulundu. *p<0.05 vs kontrol, *p <0.05 vs vitamin E, ®p <0.05 vs kolesterol (n=3).

6.10. Aorta Dokusunda NOX4 Protein Ekspresyonu

Torasik aorta orneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan NOX4
protein ekspresyonu immunblotlama yontemi ile analiz edildi ve p-aktin
ekspresyonuna gore normalize edildi (Resim 6.8). Kontrol grubu ekspresyonu % 100
kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde, vitamin E grubu 72,7+17,8,
kolesterol grubu 157,4+37,5 kolesterol+vitamin E grubu 110,8+46,6 olarak bulundu.
Kolesterol grubu NOX4 ekpresyonunu, kontrol ve vitamin E grubu ile

kiyaslandiginda anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0.05 ) (Sekil 6.9).

Kontrol Vit E Kolesterol Kol +witE
 — a— G ——— NOX4 (67 kDa)
A Gl S s [(-aktin (42 kDa)

Resim 6.8. Ornek olarak her gruptan bir tavsana ait torasik aorta NOX4 protein ekspresyonunun X-
Ray film iizerinde bandlarinin goriintiisi.
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Sekil 6.7. Torasik aortada NOX4 protein ekspresyonu. Kolesterol grubu kontrol grubu ve vitamin E
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu. *p<0.05 vs kontrol, *p <0.05 vs
kolesterol, (n=3).

6.11 Aorta Dokusunda Proteazom Aktivitesi

Torasik aorta oOrneklerinden hazirlanan total protein homojenatlarindan
flurojenik metot ile proteazom aktivitesi tayin edildi. Kontrol grubu ekspresyonu
%100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildiginde, vitamin E grubu 76,2+30,7,
kolesterol grubu 56,8+5,6, kolesterol+vitamin E grubu 104,9+£50,1 olarak bulundu.
Kontrol grubuna kiyasla kolesterol grubunda proteazomal aktivitenin diistiigii ve bu
azalmanin kolesterol+vitamin E grubunda arttig: istatiksel olarak anlamli bulundu
(Sekil 6.8).
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Sekil 6.8. Torasik aortada proteazom aktivitesi. Kolesterol grubu kontrol grubu ile ve
kolesterol+vitamin E grubu kolesterol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu. *p<0.05 vs kontrol, *p <0.05 vs kolesterol, (n=3).
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7. TARTISMA-SONUC

Ateroskleroz ve komplikasyonlar1 diinyada en onde gelen Oliim sebepleri
arasindadir. Ateroskleroz, lipitten zengin makrofajlar, VSMC, yaglar ve ECM
birikimi ile karakterize edilen proinflamatuar bir hastalikdir (Libby, 2002; Lusis,
2000; Shah, 2002). Genetik ve gevresel kosullarin yaninda, ateroskleroza olusumuna
neden olan en 6nemli faktorler serum Kolesterol diizeylerindeki artis ve okside LDL
olusumu olarak goriilmektedir (Christopher ve Joseph, 2001). Yiiksek kolesterol
iceren diyet, hiicresel olarak bir¢ok degisiklige sebep olabilir. Bu degisikler hiicreler
arast matriks miktarmin artmasi, diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bu hiicrelerde
bulunan bazi enzim aktivitelerindeki degisiklikleri kapsar. Bunun yaninda, yapilan
bir¢ok calisma okside LDL’ nin yiikselen degerlerinin aterosklerozun gelismesinden
sorumlu en 6nemli faktér oldugunu gostermektedir. Ayrica okside LDL olusumunun
reaktif oksijen tiirleri ve dolayisiyla oksidatif stres olusumunu indiikledigi
diigiiniilmektedir (Carmeli ve ark., 2008). Oksidatif hasar bir¢ok sinyal yolagini
diizenlemesi ve inflamasyondaki rolii agisindan kardiyovaskiiler risk faktorleri
arasinda hastaligin gelisimini tetikleyen 6nemli mekanizmalar arasindadir (\Vogiatzi
ve ark., 2009). Bunun yaninda yapilan bir¢ok klinik, epidemiyolojik ve hayvan
calismalar1 vitamin E’nin ateroskleroz gelisiminde koruyucu etkiye sahip oldugu
gostermistir (Ozer ve ark., 2006; Munteanu ve Zingg 2007; Dietrich ve ark., 2009;
Bozaykut ve ark., 2014; Sozen ve ark., 2014).

Onceki calismalarimiz ile tavsanlarda deneysel olarak 4 hafta boyunca %2
kolesterol iceren diyet ile beslenmenin, histolojik ve biyokimyasal olarak
aterosklerotik lezyonlar1 olusturulabildigi histolojik olarak gosterilmistir. (Ozer ve
ark., 1998; Ozer ve ark., 2006; Bozaykut ve ark., 2014). Bu ¢alismamizda yiiksek
kolesterol diyeti ile olusturan ateroskleroz modelinde ileri redoks sinyal yolaklarinin
ve bu redoks yolaklarimin endoplazmik retikulum stresi lizerindeki etkilerinin
incelenmesi planlandi. Bu amagla ER stres belirtecleri fosfo IRE, fosfo PERK,
Grp94, Grp78 ve redoks sinyal yolaklari ile iliskili NOX4, Nrf2 ve GSTa
ekspresyonlar1 ve bunlara ilavaten proteazom aktivitesi aorta dokusunda kontrol
grubu ile karsilastirilmali olarak degerlendirildi, kolesteroliin ve vitamin E’ nin bu

ekspresyonlar tizerindeki etkisi arastirildi. Aragtirmamizda, 8 hafta siire ile bir grup
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tavsana %2 kolesterol i¢ceren yem, bir gruba sadece vitamin E ve diger bir gruba ise
kolesterol diyetine ek olarak vitamin E verildi. Deney sonunda tavsanlarin serum
kolesterol ~ diizeylerinin  yaklastk 40 kat kadar arttigi, olusturulan
hiperkolesteroleminin damarlarda aterosklerotik lezyonlar olusturdugu gosterildi.
Kolesterol verilen grupta ylikselen serum kolesterol diizeyleri ve aterosklerotik
lezyonlarmin olusumu, 8 haftalik siire ile yiiksek kolesterol diyetinin ateroskleroz

modelini olusturabildigini gostermektedir.

Isik mikroskopisi ile yapilan ¢aligmalarda elde edilen bulgular su sekildedir: 8
hafta boyunca yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen grupta endotel tabakasinin
biitiinligiiniin bozuldugu ve intima tabakasinda belirgin bir kalinlasma oldugu
bulundu. Bu bolgelerde lipit birikimi ile kopiik hiicre kiimelerinin olustugu ve diiz
kas hiicreleri arasinda yer yer lipit damlaciklarinin bulundugu goézlendi.
Kolesterol+vitamin E grubu, kolesterol grubu ile kiyaslandiginda damar yapisinda
intimal kalinlasmanin minimal oldugu, intima ve media tabakasinda kopiik
hiicrelerin seviyesinin azaldigi, media tabakasinda elastik liflerin yapisinin ise
normal oldugu goriildii. Kontrol grubu ve sadece vitamin E verilen gruplarda ise
herhangi bir olusum gozlenmedi. Elde edilen bulgular, 8 hafta siire boyunca yiiksek
kolesterol igeren diyetin aterosklerotik lezyon gelisiminde onemli rol oynadigini,
vitamin E’ nin ise lezyon gelisimine karsi koruyucu etkisinin oldugu histolojik

acidan gostermistir.

ER fonksiyonu, cesitli yollar ile ateroskleroz gelisimini etkileyebilir.
Bunlardan birincisi, ER’ de bir¢ok 6nemli lipojenik yolaklar bulunmasindan &tiirii
lipit metabolizmasi ve UPR arasinda direk bir iliski olmasidir (Gregor ve
Hotamisligil, 2007). Ornegin, XBP1 ER’ de fosfotilkolin sentezinde rol
oynamaktadir (Sriburi, 2004). Yapilan ¢aligmalar da ER stresin lipogenez ve hepatik
lipit birikimine neden oldugunu gostermistir (Ozcan, 2004; Lee ve ark., 2008). ER
stresin diger bir etkisi, anormal insulin aksiyonu ve insulin direnci ile hiperglisemiye
neden olmasidir. Metabolik agidan bakildiginda, hiperglisemi obezite, tip 2 diabet ve
ateroskleroz arasinda bir koprii gorevi gormektedir (Ozcan, 2004; Gregor ve
Hotamisligil, 2007). ER stresi ayrica inflamatuar faktorlerin ve reaktif oksijen
tirlerinin olusumu ile de iligskilendirilmistir. Hiperkolesterolemi gibi oksidatif stres
kosullarina yol acan faktorler de ER strese sebep olabilir ve bu durumda daha ileri

redoks potansiyeli ve inflamasyon olusabilir. Tiim bu bilgiler, ¢alismamizin sonucu
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ile iliskili olmakla beraber, yiiksek kolesterol diyeti ile hiicrelerde stres kosullarinin
arttiginin ve bunun bir sonucu olarak ER stres diizeylerinin artmasiylaa ER stresin
ateroskleroz gelisimde rolii oldugunu gostermektedir. Yapilan ¢alismada, ER stres
belirtegleri olarak bilinen fosfo IRE-1 ve fosfo PERK ve bunun yaninda ER
saperonlar1 Grp94 ve Grp78 ekspresyonlarinin kolesterol grubunda kontrole grubuna
gore anlamli bir sekilde artmaktadir (p<0.05). Fosfo PERK, Grp94 ve Grp78
ekspresyonlarinda goriilen bu artis ise kolesterol+vitamin E grubunda kolesterol
grubuna gore kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azalmaktadir (p<0.05). Bu
sonuglar, yiiksek kolesterol igeren diyetin ER stres diizeylerini arttirdigini ve vitamin
E’ nin ise bu siiregte ER stres diizeylerini, ER stres yanitinin ana proteinleri

tizerinden normal seviyesine getirebilecegini gostermistir.

NOX enzimleri vaskiiler hiicreler ve kan damarlart ile iligkili bagisiklik
hiicrelerinde ROT olusumundan sorumlu bir enzim smifidir. NOX araciligi ile olusan
ROT, vaskiiler homeostazinin saglanmasinda énemlidir. NOX aktivitesindeki artigin
ayrica oksidatif stresi indiiklendigi bilmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismamizda,
yiiksek kolesterol ile beslenen tavsanlarin aorta dokularinda artmis oksidatif stres
diizeyleri siiperoksit radikali seviyelerindeki artis ile gosterilmistir (Bozaykut ve ark.,
2014). Bu calismada ise NOX4 enziminin protein diizeyleri 6l¢iildii ve kolesterol
grubunda yaklasik 1,5 kat artis bulundu (p<0.05). Bu sonug¢ Onceki ¢alismamizla
paralel bir sekilde NOX4 ekspresyonunun yiikselmesinin artan oksidatif stres ile
iligkili oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak bagka c¢alismalar, NADPH
oksidazlarin aterosklerozdaki farkli rollerini gostermistir. NOX enzimlerinin,
lezyonlarda makrofaj tutulmasinda énemli rolii oldugunu ve CD36 sinyal yolagi ile
olusan okside LDL tarafindan olusturulan makrofaj fonksiyonundaki degisimlerin,
ROT bagimli fosfotaz inaktivasyonu ile saglandigi gosterilmistir (Park ve ark.,
2009). p22phox ekspresyonlarindaki artigin ise arteriyal lezyonlarin biiylimesi ve
MMP aktivasyonunda artisa sebep oldugu goriilmiistir (Khatri ve ark, 2004).
Yapilan bagka bir ¢alisma ise Nrf2 ekspresyonundaki artisin NOX4 ekspresyonunda
artisa sebep oldugunu gostermistir (Kovac ve ark., 2015). Bunun yaninda, fare
kalplerinde NOX4 overekspresyonu ile Nrf2 yolagimin aktive oldugu bulunmustur
(Brewer ve ark., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda, NOX4 ekspresyonunun Nrf2

aktivasyonu ile karsilikli bir iliskisi oldugu goriilmektedir.
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Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin ise ateroskleroz gelisiminde farkli etkileri
bulunmaktadir. Nrf2, CD36 ¢opgii reseptoriiniin ekspresyonunu arttirarak aterojenik
ozellik gostermekle beraber GST, HO-1, NQO1 gibi antioksidan proteinlerin
ekspresyonunu diizenleyerek hiicrenin redoks kapasitesinin azaltmaktadir. Nrf2
proteini oksidatif ve ER stresi artisi veya NOX aktivasyonu gibi hiicrenin stres
kapasitesini arttiran kosullarda aktive olmaktadir (Demasi, 2012). Calismamizin
sonuclari, bu bilgilere uyum saglayarak kolesterol verilen tavsanlarda kontrollere
oranla Nrf2 protein ekspresyonunun anlamli bir sekilde arttigini (p<0.05)
gostermektedir. Nrf2 ekspresyonundaki bu artis daha 6nceki ¢caligmamizda gosterilen
CD36 ekspresyonu artis1 (Ozer ve ark., 2006) ile iliski olarak, CD36 yolag: ile
indiiklenebilcegini gostermektedir. Bunun yaninda bu ¢alismamizda gosterilen artan
ER stresi, PERK bagimli fosforilasyon ile Nrf2 aktivasyonuna neden olmus olabilir.
Daha o6nceki ¢alismamizda, hiperkolesterolemik diyetin oksidatif stres diizeylerini
arttirmasi ile oksidatif stresin Nrf2 aktivasyonu tizerindeki etkisi gosterilmistir. Bu
calismamizda ek olarak, kolesterol grubunda gozlenen NOX4 ekspresyonlardaki artis
ile hiicredeki redoks potansiyelinin arttigimin ve bunun da Nrf2 protein

ekspresyonlarinda artiga sebep olabilecegini gosterilmistir.

Proteazomal sistem, hatali veya yanlis katlanmis proteinlerin yikimini
sagladigindan proteazom aktivitesinde herhangi bir bozulma olmasi aterosklerotik
plaklarda protein agregatlarinin olusumuna neden olur ve ateroskleroz gelisimindeki
rolii kritiktir. Proteazomal sistem, vaskiiler hiicre patobiyolojisini direkt olarak
hastalikla iliskili apoptoz, proliferasyon ve farklilagma gibi siiregleri etkileyerek veya
dolayli olarak hiicresel yanitlar1 veya ER stres, inflamasyon ve redoks dengesini
etkileyerek rol oynar (Tabas ve Ron, 2011). Lipit metabolizmasi agisinda ise
proteazom inhibitorlerinin ters kolesterol tasinimi ABCAI iizerinden inhibe ettigi
gosterilmistir (Ogura ve ark, 2011). Ancak artan oksidatif veya ER stresi gibi
durumlarda proteazomal sistemin aktivitesi bozulabilir. Bu bilgiler ile dogru orantili
bir sekilde yliksek kolesterol diyeti ile olusturan ateroskleroz modelimizde, artan
oksidatif ve ER stresine yanit olarak, proteazom aktivitesi kolesterol grubunda
anlaml bir sekilde diistiigii ve kolesterol+vitamin E grubunda ise bu diisiis kolesterol
grubuna gore anlamli bir sekilde yiikseldigi bulundu (p<0.05). Nrf2 proteini stres
kosullar1 altinda aktive olarak proteazom alt Tnitelerinin ekspresyonu

diizenlemektedir (Kwak ve ark., 2003). Bunun yaninda 26S proteazom bazal
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kosullarda Nrf2 degredasyonunu saglayarak Nrf2 seviyesinin diisiik kalmasini neden
olur (Chapple ve ark., 2012). Buldugumuz sonuglar bu bilgiler ile baglantili olmakla
beraber, proteazom aktivitesi ve Nrf2 ekspresyonu arasinda ters iligki bulunmaktadir.
Kolesterol grubunda gézlenen proteazom aktivitesindeki azalma ile Nrf2 proteininin
degradasyonunu engellemesinin sonucu olarak Nrf2 yiiksek protein ekspresyonu
arasinda baglant1 bulunmaktadir.

Grubumuzun daha onceki ¢aligmalart ile vitamin E’nin antioksidan 6zelligine ek
olarak sinyal yolaklarini etkiledigini gostermistir (Sirikci ve ark.,1996; Ozer ve ark.,
1998; Ozer ve ark., 2006; Bozaykut ve ark., 2014; Sozen ve ark., 2014). Kolesterol
ile beslenen tavsanlarda aterosklerotik lezyonlarin gelisiminin vitamin E ile
onledigini, hiperkolesteroleminin aorta diiz kas hiicrelerinde protein kinaz C’ nin
aktivitesini 2 kat arttirdigini, vitamin E’nin ise bunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Sirikci ve ark.,1996). Ozer ve beraberindekiler (Ozer ve ark., 1998) in vivo sistemde
a-tokoferoliin PKC aktivitesini baskiladigini, bir antioksidan olan probukolun ise
PKC aktivitesini baskilamada etkili olmadigin1 gostermislerdir. Bu bulgular o-
tokoferoliin ateroskleroz gelisimine karsi koruyucu etkisinin antioksidan 6zelligine
bagli olmayacagini belirtmektedir. Buna ek olarak, yiiksek kolesterol diyeti ile
beslenen tavsanlarda CD36 mRNA ekspresyonunun arttigint ve vitamin E’nin bunu
baskiladig1 gosterilmistir (Ozer et al 2006). Grubumuzun baska bir calismasi ise
Vitamin E’nin PPARy ve ABCAL ekspresyonlarinin arttirmasi ile makrafajlardan
kolesterol akisini saglayarak ateroskleroz siirecinde koruyucu bir rol iistlenmis
olabilicegini gostermistir (Bozaykut ve ark., 2014). Bunun yani sira aterogenez
siirecindeki inflamatuar etkileri bulanan ve ateroskleroz olusumuna katkida bulunan
MMP-1 ekspresyonun ise vitamin E verilen grupta azalmasi da, vitamin E’nin bir
baska etkisini gostermektedir. Bu ¢alismamizda ise vitamin E’nin ER stres
tizerindeki koruyucu etkileri arastirildi ve kolesterol ile artan ER stres yanitinin,
kolesterol+vitamin E grubunda ER stres belirtegleri fosfo PERK, Grp94 ve Grp78
ekspresyonlar1 diistirerek rol oynadigi bulundu (p<0.05). Buna ek olarak artan
oksidatif stres ile baglantili olarak artan NOX4 ekspresyonun ise kolesterol+vitamin
E grubunda azaldig1 goriildii. Kolesterol diyeti ile bozulan proteazom aktivitesinin
ise kolesterol diyetin ek olarak verilen vitamin E ile arttig1 (p<0.05) goriildi.
Antioksidan bir protein olan GSTa protein ekspresyonunun ise vitamin E verilen

gruplarda anlamli bir sekilde arttigi bulundu (p<0.05).
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Sonug olarak bu ¢alismada, yiiksek kolesterol diyeti ile indiiklenen ateroskleroz
gelisimi ve patogenezinde ER stres belirtecleri fosfo IRE-1, fosfo PERK, Grp94 ve
Grp78’in, buna ek olarak redoks sinyal yolaklar: ile iliskili NOX4, Nrf2 ve
proteazom yolaklarinin 6nemli gorevleri oldugu ve birbirleri ile iliskileri
gosterilmistir. Bu siiregte vitamin E’nin antioksidan o6zelliklerinin disinda, ER stres
ve oksidatif mekanizmalara ek olarak proteazomal degredasyonu gibi gesitli sinyal

iletim yolaklar1 ve gen ekspresyonlari etkileyerek rol oynadig: diisiiniilmektedir.
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