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1. GIRIS VE AMAC
Aterosklerotik damar hastaliklan (iskemik kalp hastalif, aort anevrizmasi, alt
ekstremitelerin  arteriyel  hastahklar1 ve  serebrovaskiiler hastaliklar) ve

komplikasyonlar bir ¢ok toplumda gériilen 6liim nedenlerinin baginda gelmektedir.

Bu hastaligin temel 6zelligi, ~farkli risk faktorlerinin etkisi altinda degisik tetikleyici
mekanizmalar ile baglayabilse bile- ortak bir son yolda, yani intimal kalinlagma ile
seyretmesi ve bunun sonucunda gesitli tikayict damar hastaliklannin ve bunun yerine
bagh olarak da farkh klinik tablolarin olugmasidir. Intimal kalinlagma, diiz kas
hiicrelerinin damann media tabakasindan intima tabakasina go¢ etmeleri, burada
¢ogalmalan .ve fazla miktarda hiicreler arasi matriks sentezlemeleri ile olugur. Bu
arada endotel hiicrelerinde islev bozuklugu, ¢esitli kan hiicreleri ile endotel alti
tabakalarin etkilesimi, monositlerin intimaya yerleserek makrofaj haline gelmeler,
hiperkolesterolemi ve makrofajlarin ve daha sonra da diiz kas hiicrelerinin dokudaki
artmig kolesterol yiikiinii temizlemeye c¢aligirken igleri lipid vakuolleri dolu kopiik
hiicreler haline gelmesi bu hastalik siirecinde opere eden diger mekanizmalardir.

Diz kas hiicrelerinin proliferasyonu ise, hiicrelerin organizmanin hizli biiyiime
donemlerinde gosterdifi sentetik fenotipe donmeleri ile miimkiindiir. Aterosklerozda
diz kas hiicre proliferasyonunu saglayan cesitli dig uyaranlardan en gok iizerinde
durulan ikisi “Interleukin 1-f” (IL-1B) ve “Platelet derived growth factor”
(PDGF)’dir. Bu suda goziinen polipeptid sitokinlerin tagidiklan sinyalin ise hiicre
i¢inde protein kinaz C (PKC) iizerinden iletildigi ve aterosklerozda ¢ogalmakta olan
duz kas hiicrelerinin PKC aktivitelerinin artmig oldugu gosterilmigtir.

Aterosklerozun gelisimini 6nlemede gesitli antioksidanlarin ve 6zellikle E vitamininin
Oonemli bir rolii oldugu bilinmektedir. E vitamini gerek hiicre zarlarini gerekse
lipoproteinleri oksidasyondan ve serbest radikallerden koruyarak bu etkisini
gostermektedir. Bununla birlikte, E vitamininin antioksidan etkisinden bagimsiz olarak
diz kas hicrelerinin proliferasyonunu baskiladigi, bu etkinin proliferasyonu uyaran
etkene ve kullanilan hiicre tipine 6zgii oldugu in vitro deneyler ile gosterilmigtir. E

vitamininin biyolojik aktivitesine sahip olan gesitli stereoizomerlerden yalnizca o-



tokoferol bu etkiyi gostermektedir. E vitamininin hangi mekanizma iizerinden
antiproliferatif etki gosterdigini aragtiran galigmalar devam etmektedir. Ancak, o-
tokoferoliin proliferasyonda 6nemli bir roli olan PKC aktivitesini Baskﬂadlgl
bilinmektedir.

Bu calismada biz;

1. kolesterolden zengin dietle deneysel olarak ateroskleroz olugturulan tavsanlarda
diiz kas hiicre proliferasyonunu mikroskopik ve molekiiler diizeyde incelemeyi ve
bu proliferasyonun mekanizmasnin PKC aktivitesi {izerinden gergeklesip

gerceklesmedigini,

2. E vitamininin in vitro olarak gosterilen antiproliferatif etkisinin, kolesterolden
zengin dietle deneysel olarak ateroskleroz olusturulan tavsanlara E vitamini destegi
verilmesi ile in vivo olarak gozlenip gézlenmiyecedini; gozlendigi takdirde bu
etkinin diiz kas hiicrelerine gogalma sinyalinin iletilmesinde bir kavsak enzim olan
PKC’nin baskilanmast tzerinden olup olmadifimi in vivo bir model iizerinde

aragtirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1 Ateroskleroz

Ateroskleroz, elastik ve muskiiler arterlerin duvarlarinin kalinlagarak limenlerinin
daralmasi ve arterin kanlandirdig1 alanlara giden kan miktarinin azalmasi ile seyreden
bir hastaliktir. Aterosklerotik lezyonlar koroner, karotid, baziller ve vertebral arterler
gibi muskiiler arterlerde, aorta, iliyak ve femoral arterler gibi elastik arterlerde ve daha
seyrek farkedilse de kalp kapaklarinda yama tarzinda, fokal olarak bulunurlar. Farkli
yap1 ve yerlerdeki arterlerde goriilen ve farkli klinik tablolara neden olabilen bu
sirecin ortak mekanizmas: ise, endotel hiicrelerinin zararlanmasi, endotel alti
dokularin kan hiicrelerine maruz kalmasi, monositlerin damar duvarina gogii ve
burada makrofaj haline gelmeleri, arterlerin media tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin
intima tabakasina go¢ ederek burada ¢ogalmalari, makrofajlarin ve daha sonra diiz kas
hiicrelerinin lipidleri fagosite ederek kopiik hiicreler olusturmalari, en son evrede de
bu lipidlerin miktarnin hiicrelerin temizleme kapasitesini agmas: halinde lipidlerin
hiicreler arasi matrikste birikmesidir. Tum bu degigikliklerin igerisinde, liimenin

tikanmasina yol agmasi nedeni ile diiz kas hiicre proliferasyonu énemli bir yer tutar.

2.1.1 Arter duvarinin yapist

Arter duvan g tabakadan olusur: tunika intima, tunika media, tunika adventisya (1-
3).

Tunika Intima: Arter liimenini dogeyen ve tek katli yassi epitelden olusan endotel

hiicre tabakasi da dahil olmak {izere, damarn internal elastik laminaya dek uzanan ig
tabakasina intima denir. “Tight junctionlar” ile birbirlerine bagh endotel hiicreleri ve

altindaki bazal lamina arter duvan ile kan arasinda bir bariyer gorevi gériir.

Intima da iki tabakadan olusur. Liimenin hemen altindaki i¢ tabaka, ince bir ag
yapisinda non fibréz bir proteoglikan zemin maddesinden olusur ve proteoglikan
tabaka adim alir. Bu tabakada ¢ok az sayida elastik lif bulunur, diiz kas hiicreleri
seyrektir ve hem sentetik hem de kontraktil fenotipte diiz kas hiicreleri bu tabakada

bulunabilir. Endotel hiicre tabakasmnin hemen altinda az sayida izole makrofajlar



bulunabilir. Bu tabakanin altinda media’ya komsu olan ikinci tabakaya muskuloelastik
tabaka denir. Bu tabakada diiz kas hiicreleri, kollagen ve elastik lifler ¢ok daha yogun
olarak bulunurlar. Buradaki diiz kas hiicreleri kontraktil tiptedir ve birbirine yakm
tabakalar halinde yerlegmigtirler.

Tunika Media: Internal elastik laminadan eksternal elastik laminaya dek uzanan
tabakaya media denir. Media’da yalmzca diz kas hiicreleri bulunur. Bu tabakanin
kalinhg her arterde degigiktir; kiigiik muskiler arterlerde tek bir diiz kas hiicre
tabakasindan olusabilirken, aorta gibi elastik arterlerde birbirlerinden elastik laminalar
ile ayrilmig pek ¢ok diiz kas hiicre tabakasinin Ustiiste dizilmesi ile olugabilir. Bu diiz
kas hiicreleri birbirlerine “gap junction”lar ile baghidir ve etraflarin1 kollagen ve elastik
lifler gevreler. Diiz kas hiicreleri arter duvarinin bag dokusunu olugturan kollagen,

elastin ve proteoglikanlan da sentezler ve salgilarlar.

Tunika Adventisya: Arterin en dig tabakasidir. I¢ yiizeyinde eksternal elastik lamina ile

media’ya komsudur. Bu tabaka gevsek bir sekilde oriilmiis kollagen lifleri, elastik
fiberler, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlardan olugmugtur. Damar duvannin dig

tabakalarin besleyen “vasa vasorum” ve sinir uglan da bu tabakada bulunur.

2.1.2 Aterosklerozda arter duvarinda goriilen degisiklikler

Aterosklerotik lezyonlar, lezyonun evresine, bireyin maruz kaldig: risk faktorlerine, bu
" risk faktorlerine maruz kalma siiresine ve arter yatagmin yapisma gore lezyonu
olugturan bag dokusu, hiicre tipi, bunlarin goéreceli miktarlar1 ve lezyon iginde bulunan
lipidlerin bilegimi agisindan farkliliklar gosterir.

Stary (4-6) aterosklerotik lezyonlan 5 karakteristik evrede siniflandirmigtir:

Tip I lezyon - Izole makrofaj képiik hiicreleri: ~ Mikroskopik veya kimyasal olarak
intimada lipid birikimlerinin ve bu birikimler ile ilgili hiicresel reaksiyonlarn ilk kez
gozlendii evredir. En sik bebek ve gocuklarda gozlenir, ancak yetigkinlerde de
bulunabilir. Tip I lezyonlar genellikle giplak gozle gorilmez Intimada lipid
damlaciklan igeren kiigiik ve izole makrofaj gruplari (makrofaj képiik hiicresi) olusur.
Bu kiimeler genellikle adaptif, eksantrik intimal kalinlagmanin gorildigi bolgelerde



goriliir. Diiz kas hiicrelerinde lipid damlaciklan goriilmez, intimadaki diz kas
hiicrelerinin fenotip dagilim: aterosklerotik olmayan intimadaki gibidir.

Tip II lezyon - Yagh ¢izgi: Tip II lezyon, arterlerin intimal yiizeyinde yama tarzinda

¢iplak gozle goriilebilen sari-beyaz renkli yagh ¢izgilerden olusur. Ancak, tiim tip II
lezyonlar giplak gozle goérilmeyebilir. Bu lezyonlar, makrofaj képiik hiicrelerinin izole
hiicreler olarak degil, tabakalar olugturacak gekilde birbiri iizerine siralanmasi ile
olusur. Intimadaki diiz kas hiicrelerinde de makrofajlardaki gibi yag damlaciklan
gozlenir. Diiz kas hiicrelerinin her iki fenotipinde de bulunan. “rough” endoplazma
retikulumu (RER) miktar artar, ancak diiz kas hiicrelerinin sayilarinda bu agamada bir
artiy gézlenmez. Ayrica, lipid damlacig icermeyen makrofaj sayist da tip I lezyona
kiyasla artmigtir. Tip II lezyonda dokuda bulunan lipidlerin ¢ogu hiicre igerisinde,
bunlarin ¢ogunlugu da makrofajlar igerisindedir. Steinberg’in (7) 1991°de lezyonlarin
lipid bilegimini aragtiran galigmasinda bu tip lezyon igerisindeki lipidlerin primer olarak
kolesterol esterlerinden (% 77), kolesterol ve fosfolipidlerden olugtugu gésterilmistir.

Tip I ve tip II lezyon, erken lezyon olarak kabul edilirler. intima organizasyonundaki

bozulma minimaldir ve lipid diizeyleri diigiince geriler.

Tip IHI lezyon - Ara lezyon: Preateroma olarak da bilinir. Morfolojik ve kimyasal
olarak tip II ile, tip IV olarak siniflandirilan ateroma arasinda bulunan lezyonlardir.

Tip II’deki hiicresel lezyonlara ek olarak, mikroskopik olarak gézlenebilen ve bazen
diz kas hiicre tabakalan arasinda birikintiler olusturabilecek miktarlarda lipid
damlaciklan hiicreler arasi boslukta gériilir. Lipid birikintileri, makrofaj ve makrofaj
kopiik hiicre tabakalarinin altinda yer alir ve diiz kas hiicrelerini birbirinden ayirir.
Intimal diiz kas hiicrelerinde de lipid damlaciklari goriilebilir. Bu agamada biiyiik bir
lipid kiitlesi (lipid ¢ekirdegi) heniiz olugmamugtir.

Tip IV lezyon - Ateroma: Intimadaki yapisal elemanlart aralayarak organizasyon

bozuklugu ve arteriyel deformitelere neden olan hiicreler arasi bir lipid g¢ekirdegi
kiitlesinin varlig1 en belirgin kriterdir. Lipid ¢ekirdegi, tip III lezyondaki izole lipid
adaciklarimin birleserek devamhilik kazanmas: ile olusur. Yapisal bozulma tip III

lezyona gore ¢ok daha fazladir. Lipid ¢ekirdegin ortasinda diiz kas hiicreleri



bulunabilir, proteoglikan tabakadaki diiz kas hiicreleri RER’den zengindir ve lipid
damlaciklan igerirler. Bu evrede lipid gekirdegin tizerindeki proteoglikan tabaka hentiz
kollagen6z (fibr6z) bir sapka haline gelmemigtir. Ateroma, diiz kas hiicreleri ve
kollagen artig1 heniiz minimal olan dokudaki yapiy1 bozucu bir lipid birikimidir. Lipid
birikiminin olusturdugu kalinlik genellikle liimeni tikayacak kadar degildir.

Tip V lezyon - Fibroateroma:  Fibroateromanin  ateromadan farki, lezyonun
tizerinde degisen miktarlardaki kollagen iginde RER’den ¢ok zenginlegmis diiz kas

hiicrelerinden olugan bir fibroz sapkanin bulunmasidir. Bu hiicreler, lipid ¢ekirdegin

tizerinde bulunan képiik hiicre tabakasinm cevresinde paralel tabakalar olugtururlar.
Bazen gapkanin 6nemli bir hacmini kollagen olusturur. Bu lezyon obstriiktif ve klinik
olarak semptomatik olma oOzelligini diiz kas hiicreleri ve kollagen miktarindaki
artigtan alir. Bu fibroz plaklar nekroz, kalsifikasyon, fissiir, ﬁléerasyon ve trombotik
olaylar gibi komplikasyonlara neden olabilir.

2.1.3 Aterosklerozun patogenezi ile ilgili teoriler

Aterosklerozun patogenezi ile ilgili ileri siiriilen ve bugiin en ¢ok kabul géren teoriler
arasinda lipid peroksidasyon hipotezi (8), disiik dansiteli lipoproteinlerin (LDL)
oksidatif modikasyon hipotezi (9), monoklonal ve antioksidan hipotez bulunur (10).
1986 yilinda ise Ross (11,12), ‘zararlanmaya yanit’” hipotezini ortaya atmigtir.

Bugiin yaygin kabul goren bu hipotez, gesitli sitokinlerin, yiiksek diizeydeki
kolesteroliin veya mekanik travmanin endotel hiicrelerinde trombojenik olmayan bir
yluzey olugturma, biitinligii bozulmamis bir permeabilite bariyeri olugturma, damar
tonusunun saglanmasi, gesitli sitokinlerin yapimi, bazal membramn idamesi, endotel
tabakasini kat etmekte olan lipoproteinleri modifiye edebilme gibi islevlerinin bir veya
daha fazlasinda -zararlanma veya aktivasyon geklinde- degigikliklere yol agtigini ve
bunun aterosklerotik lezyonlarin olugumuna dek siiren ¢esitli otokrin, parakrin ve
hiicreler arasi etkilesimlere neden oldugunu kabul eder. Endotel hiicre iglev
bozuklugu, lipoproteinlerin damar duvan tarafindan tutulmasinda bir artiga, endotel
yizeyinde O6zgiin adheziv glikoproteinlerin belirmesine, ¢esitli sitokinlerin veya

biyiime faktorlerinin salgilanmasina neden olabilir. Endotel zararlanmasina yol agan



olaylar bagslangigta endotel tabakasmin soyulmasina yol agmayabilir, dahasi, ilk
lezyonlar endotelin morfolojik olarak bitiinliigiinii korudugu bolgelerde goriiliar-(12).
Islevleri bozulan endotel hiicrelerinin iizerlerine yapisan lokositler ve altlanindaki diiz
kas hicreleri tarafindan salgilanan kemoatiraktan ve biiyimeyi dizenleyen
molekiillerin etkisi ile, monositler ve T lenfositler endotel yiizeyine yapigir ve endotel
hiicrelerinin arasindan intimaya gog ederler (13). Bu siireg devam ederse monositler
endotel tabakasinin altinda makrofaj haline gelirler. Aterosklerotik siirecin erken
evrelerinde medial diiz kas hiicreleri de intimaya gog¢ ederek hem gogalirlar hem de
yeni hiicreler arasi matriks  sentezleyerek aterosklerotik siirecteki en Onemli
olaylardan birisi olan intimal kalinlasmaya neden olurlar. Makrofajlar, ve daha sonra
da diiz kas hticreleri, endotel tarafindan artmig miktarlarda alinan lipoproteinleri ¢op¢i
reseptorler aracilif ile alarak kopiik hiicre haline gelirler. Bu kopiik hiicrelerinin ve
eslik eden lenfositlerin birlesmesi ile yagh ¢izgi olarak adlandirilan lezyon olusur (5).
Diiz kas hiicre tabakalari, lipid dolu makrofajlar ve hiicreler arast boslukta biriken lipid
damlaciklarinin tistiiste birikmesi ile aterosklerotik lezyonlar ilerler. Hiicre go¢iiniin ve
¢ogalmasimin devam etmesi, lezyonlarn ilerleyerek fibréz bir karakter kazanmasma
neden olur. Yer yer endotel hiicre tabakasinda ¢ekilmeler olur ve altta yatan lipid dolu
makrofajlar ve diiz kas hiicreleri liimene ekspoze olarak trombositlerin baglanmasini
saglarlar ve bir mural trombus i¢in g¢ekirdek olustururlar (11). Bu yiizden,
aterosklerotik siiregte diiz kas hiicreleri endotel hiicrelerinden salinan maddelerin,
agiga cikan endotel alt1 dokuya yapisan trombositlerin, makrofajlarin, T lenfositlerin
ve kan bilegsenlerinin etkisi altindadir.

Tikayic1 aterosklerotik lezyonlann olugpumunda ii¢ ana mekanizmanin rol oynadi:
kabul edilmektedir (4,14):

1. diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve muhtemelen lenfositlerin intimaya gé¢ ederek
cogalmalari,

2. diiz kas hiicreleri tarafindan elastik lifler, kollagen ve proteoglikanlardan olusan bir
bag dokusu matriksi yapimu,

3. ilgili hiicreler ve gevreleyen matriks icerisinde lipid ve ¢ogu serbest, bir kismu

esterlesmis kolesteroliin birikmesi.



2.1.4 Hiperkolesterolemiye arter duvarmim yaniti

Cogu dokuda oldugu gibi arter duvan da dolagimdan lipoproteinler de dahil olmak
iizere bazt molekiillerin gegigine ugrar. Bu lipoproteinlerin bir kismi oradaki hiicrelerin
(endotel ve diiz kas hiicreleri) gereksinimleri igin kullanilirlar, gogu ise damar duvarim
lenfatikler ile terk ederler ve dolagima katilirlar. Hiperkolesterolemi ve eslik eden
yiksek LDL diizeyi ise, ateroskleroz ve kalp damar hastaliklanmn en 6nemli risk

faktorlerinden birisidir.

Tavsan, domuz ve bazi maymun tiirlerinde kolesterolden zenginlestirilmis diet ile
insanlarda gozlenen aterom plaklanina benzer lezyonlar olusturmak miimkiindiir.
Kolesterol ile besleme, ayni endotel zararlanmas: gibi damar duvarinda bazi metabolik
degisikliklere neden olmaktadir. Deneysel olarak hiperkolesterolemik yapilan
hayvanlarda arterlerin intimasinda gorilen ilk degisiklik, endotel tabakasinin
gecirgenlifinin artmasi sonucunda lipid damlaciklarmin ve makrofajlanh birikerek
kopuk hiicreleri olugturmasidir (15-17). Doku, oldukga aterojenik olan masif bir -
lipoprotein kiitlesine maruz kalinca lipoproteinler hiicreler arasi matriks tarafindan da
tutulmaya baglanir. Ote yandan, kemoattraktan maddeler yapismis olan lenfosit ve
monositler endotel alti bélgelere yonlendirilmis goge ugrarlar ve burada monositler
makrofaj haline gelir ve dokuyu lipoproteinlerden temizlemeye galisir. LDL reseptor
aktivitesi hiicre igi kolesterol diizeyleri ile ters orantili olarak degigir, ancak okside
LDL, LDL reseptoriinden bagimsiz yollar -¢opgii reseptorler- aracilig ile alinmaya
baglar ve hiicre i¢i kolesterol birikimi ve kopiik hiicre olusumu artar. Makrofajlar -bir
kism1 modifiye veya okside olmug- lipoprotein partikiillerini alarak kopiik hiicre haline
gelirler. Makrofajlardaki ¢opgii reseptorlerin sayilart -LDL reseptoriinde oldugu gibi-
yiuksek kolesterol diizeylerine yanit olarak azaltilmaz (18). “Watanabe Heritable
Hyperlipidemic” (WHHL) tavsanlarda ¢Opgii reseptorler i¢in yarigmali inhibit6rler
kullamlarak okside LDL’in ¢opgii reseptorlere baglanmas: engellenmis ve aortada
kolesterol birikimi ve aterosklerozun ilerlemesi ¢nlenebilmistir (19). Hiicreler arasi
matrikste kollagen ve glikozaminoglikan miktan artar, sentetik organellerinin sayisi
artmig diz kas hiicreleri belirir ve bu hicrelerde bulunan bazi enzimlerin

aktivitelerinde de degisiklikler gozlenir (20). Tavsan aortik diiz kas hicrelen ile



yapilan g¢aligmalar, sentetik fenotipe modiilasyonun apo B/E reseptorii lizerinden
artmug: LDL ve ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinlerin (VLDL) baglanmasi ile iligkili
oldugunu gostermigtir (21). Okside LDL makrofajlardan ve endotel hiicrelerinden
damar diiz kas hiicreleri igin mitojenik olan sitokinlerin salgillanmasini uyarmaktadir
(22). Ayrica, nativ ve malonildialdehid ile modifiye edilmis LDL’in sigan aortik diiz
* Kas hiicrelerinin proliferasyonunu uyardiklari in vitro olarak gosterilmigtir (23).

Okside olmus LDL’nin endotel tabakasinin zararlanmasinda 6nemli bir rolii vardir.
LDL’in nasil okside oldugu tam olarak bilinmese de, lipid peroksidasyonu LDL’in
tizerindeki en azindan gok doymamug yag asitlerini ve apolipoprotein B’yi (apo B)
modifiye eder. Endotel tarafindan olusturulan okside LDL, endotele direk olarak zarar
verebilir, monositlerin ve T lenfositlerin yapigmasinin ve goégiiniin artmasmna neden
olabilir (7). Yapilan in wvitro caligmalarda modifiye LDL’in endotel iizerindeki
sitotoksik etkilerinin killtir ortamimna antioksidanlar eklenmesi ile giderildigi
gosterilmigtir (24). LDL’deki apo B’nin glikozaminoglikanlarin siilfat gruplan ile
etkilesmesi, LDL’nin intimada tutulmasi i¢in bir mekanizma olabilir; aterosklerotik
sire¢ ilerlerken damar duvan bag dokusundaki hyaluronik asit azalirken siilfath
glikozaminoglikanlar artar (25).

Hiperkolesterolemide ise, nativ veya modifiye olmus 3-lipoproteinler (LDL ve VLDL)
hepatik siniizoidal hiicreler ve endotel tabakasi tarafindan tutulur ve yikilirlar.
LDL’deki enzimatik veya non-enzimatik degisiklikler (asialasyon, glikolizasyon,
peroksidasyon) makrofajlar tarafindan tutulma oranim belirgin bir gekilde arturir (22).

2.2 Diiz kas hiicreleri ve ateroskleroz

2.2.1 Arter duvarinda bulunan diiz kas hiicre fenotipleri

Diiz kas hiicreleri, memeli arterlerinin mediasinda bulunan tek hiicre tipidir; bu yiizden
kasilma - gevseme ile damarin gerilimini korumaktan hiicreler arasi matriksi liretme ve
salgilamaya dek bir dizi islev tistlenmigtir. Bu iglevleri yerine getirebilmek igin diiz kas
hiicreleri bir dizi degisik fenotip sergileyebilirler (26).. Bu fenotipler yelpazesinin bir

ucunda biitin goérevi sentezlemek ve gogalmak olan diz kas hiicresi vardir; bu



hiicreler morfolojik olarak fibroblastlara benzerler, ‘sentetik’ hiicrelerin
sitoplazmasinda yaygin bir RER, belirgin bir Golgi kompleksi ve serbest ribozomlar
bulunurken az sayida miyofilaman igerirler. Bu hiicreler daha ¢ok embriyo ve gelisen
geng organizmada bulunurlar ve damar duvannin olugmasinda rol alirlar. Bu hiicreler
gogalirlar ve kollagen ve elastin gibi hiicreler arasi matriks bilegenlerini sentezlerler.
Organizmanin biiyiime ve gelismesi sirasinda bu hiicrelerin sentetik organel igerigi
azalir ve miyofilamanlar sitoplazmanin gittikge artan bir hacmini kaplarlar. Aym
zamanda hiicrelerin miyozin ve tropomiyozin igeriginde belirgin bir yiikselme olur. Bu
degisiklikler de sentezleme ve gogalma kapasitesindeki bir diigiigii getirirken bunun

yerine hiicrede kasilma yetisi geligir.

Yelpazenin diger ucunda ise bitin gorevi yalmzca kasilmak olan diz kas hicresi
vardir. Yetigkinlerin damarlarinda yaygin olarak bulunan bu ‘kontraktil’ hiicrenin
sitoplazmas:1 hemen tamamen miyofilamanlar ile doludur, RER, Golgi ve serbest
ribozomlar gibi diger organeller ise az sayida bulunur. Arterlerin enine kesitlerinin
incelenmesi ile bu hiicrelerin katmanlar olusturan halkalar halinde diizenlendikleri
gorulir. Her hiicre kollagen tip IV, laminin, entaktin  ve heparan siilfat
proteoglikanlarindan olusan bir bazal membran ile gevrilidir (27). Bu hiicreler
kimyasal ve mekanik uyarana kasilarak yamit verirler ve kan basmcim ve akimim
diizenlemede rol alirlar. Bu hiicreler sentetik fenotipe donme yetenegSine sahiptirler ve

bu fenotip modiilasyonu aterogenezin baglangicindaki 6nemli olaylardan birisidir (26).

Yetigkinlerin arterlerinde normalde hiicrelerin ¢ogu kontraktil tipte bulunsalar da, arter
duvan canh ve dinamik bir doku oldugu igin yelpazenin herhangi bir noktasindaki bir
hiicre fenotipi ile kargilagmak miimkiindiir. Diiz kas hiicreleri degisen gereksinimlere
gore de fenotiplerini degistirebilirler (28). Her ne kadar hem vaskiiler hem de visseral
diiz kas hiicrelerinin kontraktil iken de bolinme yeteneginde olduklan gosterilmigse de
(29), mitozda gozlenen diiz kas hiicrelerinin genis bir gogunlugu en azindan kismen
sentetik bir fenotipe dogru modiile edilmiglerdir (26). Bu yiizden diiz kas hiicre
proliferasyonu i¢in kontraktilden sentetik fenotipe dogru modiilasyonun bir gereklilik
oldugu gorilmektedir. Bu modilasyonun karakteristik 6zellikleri bilinmektedir; diiz

kas hiicreleri kaln filamanlarim kaybederler, miyozin immiinolojik olarak

10



saptanamayacak kadar azalir, kontraktil filamanlanimi kaybettikleri i¢in hiicreler
kasiima yeteneklerini kaybederler, sentetik organellerinde yeniden bir artis olur (30).
Arteriyel diiz kas hiicrelerinin sentetik bir fenotip sergilemelerinin 6nemi, bu
hiicrelerin  gogalarak intimal kalinlagmaya neden olabilmelerindedir. Bu fenotip
modiilasyonundan sonra hem diiz kas hiicresi gogiiniin hem de ¢oZalma hizinin arttif
gosterilmigtir (20,26). Sigan aortas1 diiz kas hiicrelerinin PDGF-benzeri bir mitojeni
salgilamalarimin da bu fenotip modiilasyonuna bagh oldugu in vitro olarak
gosterilmigtir (31). Kontraktil hiicreler ile kargillagtinlinca, sentetik tip hiicreler
tarafindan kollagenin yapisina eklenen ’H] prolin miktarinda 4 kat artis oldugu
gosterilmistir (20).

Endotel zararlanmasindan sonra, eger zararlanan alan yeterli biyiiklikkte ise,
media’daki diiz kas hiicreleri intimaya go¢ ederek gogalirlar ve elastik liflere dik
olarak yerlesmis diiz kas hiicrelerinden olugan yeni bir intima olugtururlar. Endotel
zararlanmasindan ii¢ hafta sonra bu hiicrelerin gok miktarda RER ve serbest ribozom
icerdikleri goriilmigtiir. Diiz kas hiicrelerinin iistiinii 6rten endotel tabakasinin yeniden
olugmasindan sonra, yeni intimadaki diiz kas hiicrelerinin sentetik organellerinde bir
azalma, miyofilaman igeriginde ve timidin indekslerinde ise normale doniis oldugu
gozlenmistir (32,33).

2.2.2 Diiz kas hiicre ¢ogalmasin saglayan sinyaller

Duz kas hiicrelerinin gogalmast; ateroskleroz, hipertansiyon ve restenoz gibi patolojik
stireglerdeki anahtar olaylardan birisidir. Diiz kas hiicrelerinin gogalmasi ii¢ kaynaktan
kontrol edilebilir;

1. kan hiicrelerinden salinan bityiime faktorleri ile,

2. damar duvarindan salinan inhibitorler ile,

3. damar duvarindaki hiicrelerin kendileri tarafindan salgilanan biiytiime faktérleri ile
kontrol edilebilir.

Damar duvarindaki aterosklerotik lezyonlarda PDGF, “basic fibroblast growth factor”
(bFGF), “insulin-like growth factor-1” (IGF-1), “epidermal growth factor” (EGF),
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“heparin binding EGF-like growth factor” (HB-EGF) ve “transforming growth factor-
o ve -B (TGF-a ve -B) gibi pek ¢ok buyiime faktorii izole edilmigtir ancak bunlarin
etkiler1 kendilerine ait reseptorleri tasiyan hiicreler ile sirlidir. Damar diz kas
hicrelert EGF ve FGF reseptorleri tagirlar ve her ikisine de mitojenik olarak yanit
verirler. Diiz kas hiicrelerinin gogalmasini saglayabilen biiytime faktorlen ve sitokinler
(PDGF, IGF, IL-1, TNF-o) normal arterlerde bulunmaz, ancak zararlanmadan sonra
veya aterosklerotik siregte ekspresyonlart son derece artar. Bunlardan en ¢ok ilgi
toplayan ikisi IL-1f ve PDGF’dir (34,35). Daha sonra IL-1B’nin etkisinin direk bir
etki olmayip, PDGF-AA’nin indiksiyonu ve salimimi Gizerinden oldugu gosterilmigtir
(36).

Transforme olmamig diiz kas hicreleri kiltir ortaminda serum yoklugunda
cogalmazlar. Ross ve beraberindekiler (37,38), serumdaki ¢ogalmay: saglayan aktif
bilesenin trombosit kaynakli PDGF oldugunu gostermiglerdir. PDGF, diz kas
hiicrelerinin - go¢ etmesini ve ¢ogalmasini  saglayan en Onemli faktordir.
Trombositlerden saliur, serumda bulunur. Bunun diginda parakrin ve otokrin
salgilarda da bulunur. PDGF, A ve B zincirlerinden olusan bir dimerdir (AA, AB,
BB). Degisik PDGF izoformlarn1 en az iki ayn yiiksek affiniteli reseptore -oo ve [3-
baglanarak hedef hiicre tizerindeki etkilerini gosterirler (39). Diiz kas hiicrelerinde
PDGF’nin yalmizca A zinciri eksprese edilmekte ve PDGF-AA homodimerler:

sentezlenmektedir. Endotel ve makrofaj hiicrelerinde ise B zinciri eksprese edilir.

PDGF reseptoriniin intrinsik bir protein kinaz aktivitesi oldugu gésterilmigtir (40-42).
Ligandin reseptore baglanmasi, reseptoriin hiicre igindeki bir bolgesinde bir tirozin
kalintisinin  otofosforilasyonuna, fosfoinozitid hidrolizine, hiicre igi iyon, pH ve
kalsiyum degisikliklerine neden olur (43,44). Bu smyal ileti kaskadinin aktive olmas
sonucunda Aktivator Protein-1 (AP-1) ve Nikleer Faktor kappa B (NF-xB) gibi
cesiti  transkripsiyon faktorleri aktive olur, belirli genlerin ekspresyonunda
degisiklikler goriliir ve DNA replikasyonu ve hiicre bolinmesine yol agan karmagik
bir dizi biyolojik yanit gergeklesir (45). Serumsuz birakilan diz kas hiicrelerinin

PDGF’e yamit olarak hiicre dongiisine girdikleri, DNA’larini replike ettiklert ve



bolundukleri gosterilmigtir.

Damar duz kas hucreleri, 6zgin PDGF reseptoriine sahip oldugu gosterilen ilk hiicre
tiplerinden birisidir (46). PDGF mezenkimal orjjinli tim hicrelerde (fibroblast, duz
kas hiicreleri, glial hiicreler) etkilidir, ancak epitel hiicreleri ve hematopotietik hiicreler
tizerinde reseptorleri bulunmaz (42). PDGF, diiz kas hiicrelerinin yonlendirilmis gogii,
cogalmasi, LDL almlannin artmasi, matriks proteinlerinin  sentezi  ve

vazokonstriksiyon gibi farkli diizeylerde hiicresel degisikliklere neden olabilir (47).

PDGF’nin damar diiz kas hiicrelerinin gogiini ve ¢ogalmasi uyardigr ve PDGF’e
kargt uretilen antikorlarin yeni intimal diz kas hucre birtkimini baskiladigt
gosterilmigtir (35). Sican damar diz kas hiicrelert Gzerinde yapilan g¢aligmalarda
PDGF-BB’e ilk yanit olan PDGF reseptoriiniin otofosforilasyonunu fosfolipaz C’nin
tirozin-fosforilasyonunun 1zledigi gosterilmistir. Bunlar hiicresel ¢ogalma ile ilgili
sinyal iletisindeki anahtar reaksiyonlardir. Pek ¢ok calismada diiz kas hiicreleri igin
giiclii bir kemoattraktan ve mitojen olan PDGF-B zincirinin aterosklerotik lezyonlarin
tim evrelerinde arttigr gosterilmistir (47). PDGF-B zincirine 6zgiin olan PDGF (-

reseptOr altbirimi de gelisen lezyonlarda yiiksek bulunmustur.

2.3 Protein kinaz C

. 2.3.1 Protein kinaz C’nin yapisal 6zellikleri

Protein kinazlar, bir fosfat vericisinden bir fosfat alarak substrat proteinin alict amino
asidine aktaran enzimlerdir. Fosfat vericisi siklikla ATP’dir. Kinazlarin g¢ogunun
birden fazla substrati bulunabilir; bu yiizden substrat proteinin 6zgilligiine degil, alici

amino asitlerin 6zgiillugine gore siniflandirilirlar.

Protein kinaz C (PKC, EC 2.7.1.37) ¢ok yaygin bir substrat 6zgulligt olan bir
serin/treonin kinazdir (48). Dz kas da dahil olmak iizere pek ¢ok dokuda bulunur.
Diiz kastaki enzimin molekiil agirlig yaklagik 80 kDa’dur ve bir monomer olarak
bulunur Enzimatik ve klonlama g¢aligmalari PKC’nin hem farkli genler tarafindan

kodlanan hem de tek bir RNA transkriptinin farkl kesilmesi ile elde edilebilen en az



12 1zoenzimden olusan bir aile oldugunu gostermistir (49,50). Bunlar G¢ ana grup
igerisinde; Ca”’a duyarli olan konvansiyonel PKC’ler [conventional PKC, ¢PKC]
(PKC o, B1, B2, ¥), Ca®"a duyarli olmayan yeni PKC’ler [novel PKC; nPKC] (PKC
d, €, 8, n, L) ve atipik PKC’ler [aPKC] (PKC C, A, 1 W) olarak simflandirtliriar.

Bu izoenzimler farkli hicre tiplerinde ve hiicre i¢inde farklhi lokalizasyonlarda
bulunabilir (51). Beyinde tiim PKC izoformlari bulunurken diger dokularda daha
kisitlt bir dagilim gozlenir. Genelde bir hiicre tipinde farkli PKC izoenzimleri bulunur.
Cesitli hiicre tiplerinde bir veya daha fazla PKC izoformunun bulunmasi, belirli PKC
1zoformlarinin farkli hiicre igi yollarn aktive edebilecegi ve degisik substratlar
fosforilleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu da farkli hiicre tiplerinde PKC’nin aktive
edilmesi ile gozlenebilen farkll yamtlarn agiklayabilir. PKC izoformlannin biyolojik
roller1 hentiz tam olarak anlagilamamustir. PKC izoformlarinin diiz kas hicrelerinin

farklhilagma duzeyine gore de degisiklik gosterebilecegi bildiriimigtir (52).

PKC’lerin primer yapisinda degiskenlik gosteren ve yiksek oranda dizin homolojisi
gosteren 1yl korunmug bolgeler ve degiskenlik gosteren bolgeler bulunur. o, By, B, ¥
turlerinde dort tane iy1 korunmus bolge (Ci-Cs), ve bes degisken bolge goruliur (V-
Vs) (53). nPKC ve aPKC’lerde ise C, bolges: bulunmaz. Her polipeptidin C; ve C;’yi
iceren N ucunda, Ca®", fosfolipid ve diasilgliserol veya forbol esterleri ile etkilesen

diizenleyici bolge bulunur. C ucu ise, C; ve C4’den olugan katalitik bolgeyi olusturur.

Diuzenleyici bolge (C; ve Cy): €, A ve v harig tim izofomlarin C; bolgesinde,
“cysteine-zinc DNA binding finger” dizinine benzeyen iki tane sisteinden zengin bolge

bulunmaktadir (54). C, bélgesinin ise Ca** baglanmasimnda rol aldig: distinilmektedir.

C, bolgesinde, PKC substratlarindaki fosforile edilebilen serin veya treonin
bolgelerinde gorilen korunmug dizinlere benzeyen bir dizin bulunur (konvansiyonel
PKC’lerde RKGALRQK), ancak fosforile olabilecek serin veya treonin kalintilari
icermez (55). Bu bolgeye psodosubstrat bolgesi denir ve PKC’nin aktivitesinin
diizenlenmesinde rol alir. Kofaktorlerin  yoklugunda bu bolge aktif merkeze

baglanarak enzimin substratlar ile etkilesmesini engeller. Ca®’. fosfolipid ve
g 1<) P



diasilgliseroliin  baglanmast ise konformasyonel bir degisiklige neden olur ve
psodosubstrat bolgesi aktif merkezden ayrilirak substratin baglanabilmesine ve olanak
tanir (56). Bu bolgenin proteolitik olarak ayirilmasi, geride kalan PKC'nin aktive

olmast ile sonuglanir.

PKC 1zoenzimleri arasinda korunmamis olan diizenleyici bolgedeki V; bolgesinin

substrat 6zgiinliigii iizerinde bir rolii oldugu disiniilmektedir.

Katalitik bolge (Cs ve Cy4): C;5 ve C4 bolgelerini igeren karboksil ucunun protein kinaz
aktivitesi iceren bolge oldugu disiniilmektedir (41). Bu bolge, diger protein kinazlar
ile de yiiksek oranda dizin homolojisi gostermektedir. C; ve C4 bolgelerinde birer ATP
baglama bolgesi bulunur; Cs’deki bu bolgenin gikariimast ise kinaz aktivitesi olmayan

bir proteinin olugmasina neden olur.

2.3.2 Protein kinaz C’nin diiz kas hiicre ¢ogalmasindaki rolii

Cok genis bir yelpazedeki hiicre dist sinyaller (peptid hormonlar, biiyiime faktorler:,
norotransmitterler), hedef hiicrenin membraninda yer alan 6zgln reseptorlerine
baglanirlar. Bu reseptorlerin aktivasyonu, hiicre iginde ikinci ulaklarin olusmasina vol
acar. Bu ikinci ulaklar da cesitli kinaz ve fosfatazlari aktive ederler. Sinyal iletisi
sirasinda ¢esitll kinaz ve fosfatazlarin aktivasyonu ise, transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu gibi belirli metabolik degisikliklere neden olur. Protein kinaz ve
fosfatazlar, bu iglevleri ile hiicrelerin metabolik islevlerinin ve uyaranlara verilen

yanitin kontroliinde énemli bir rol oynarlar.

Mitojenik bir uyarinin htcre iginde iletilmesinde rol alan ii¢ ana sinyal ileti yolu
bilinmektedir: tirozin kinaz aktivitesi gosteren transmembran reseptorlerin
fosforilasyonu, siklik AMP (cAMP) bagimli sinyal iletimi ve Ca™ ve fosfoinozitid

metabolitlerinin rol aldigr sinyal ileti yolu.

Hicre dist  sinyallerin  bir  kismu  (peptid hormonlar, biiyime  faktorlert,
norotransmitterler), hedef hiicrenin hiicre zarinda yer alan ve G proteinlert aracilii ile
fosfoinozitide ozgii fosfolipaz C (PI-PLC) ile iliskide olan dzgiin reseptorlenne

baglanirlar (48). Reseptortin liganda baglanmast PI-PLU nin akuvesvonune bu aa

IS5



zardaki fosfatidilinozitol 4.,5-difosfatin (PIP») hidrolizine ve hiicre 1¢1 1kinci ulak olan
inozitol 1,4,5-trifosfat (IP;) ve 1,2-diasilgliserol (DAG) olusmasina yol acar. Suda
¢ozlunebilen bir metabolit olan IP; sitozol igerisinde dagilarak endoplazma retikulumu
(diz kas hiicrelerinde sarkoplazma retikulumu) tizerinde yer alan IP; reseptoriine
baglanir. Bir Ca®” kanah olan reseptor agilir ve endoplazma retikulumu igindeki Ca®",
konsantrasyon gradyani -yaklagtk 10* kat- uyarinca sitozole geger (57). Lipofilik olan .

DAG ise zar tizerinde kalir ve PKC’nin aktivasyonunda ro] alir.

PKC htcre zan igerisindeki lipidler ile iligkiye gegince aktive olmaktadir (41). Zar
fosfolipidlerinden fosfatidilserin (PS) PKC aktivasyonundaki esansiyel kofaktorlerden
birisidir. Ik agamada enzim/Ca* /fosfolipid tglii kompleksinin olustugu, daha sonra
DAG baglanmas: ile enzimin aktive oldugu ileri sirdlmustir. Bu aktivasyon
proteindeki bir konformasyon degisikligine ve/veya fosfatazlarin enzime etki
edememesine bagli olabilir. PKC’nin fosfolipidlerin varliginda DAG ile aktivasyonu,
tim PKC izoformlarmin ortak o6zelligidir. DAG veya forbol esterleri ile PKC’nin
etkilesmesi, enzimin sitozolden membrana translokasyonuna neden olmaktadir. Pek
cok arastirmaci, ¢esitli hiicre tiplerinde uygun uyarilma sonucunda PKC’nin sitozolden
hiicre zarina transloke oldugunu gostermiglerdir. Boylece enzim, kofaktorlerin
ulagilabilir bir hale gelmesi ile de inaktif durumdan aktif bir duruma gegmektedir.
Diasilgliserol enzimin Ca*a olan affinitesini artirarak Ca>" konsantrasyonunda net bir
artiy olmadan enzimin aktive olabilmesini saglar. PKC, timor olusturan forbol
esterlerinin hiicre i¢indeki reseptoradir. Forbol esterleri de, diasilglisérol gibi enzimin
Ca’"a olan affinitesini artirarak fizyolojik Ca®* konsantrasyonlarinda tamamen aktive
olmasini saglarlar. PKC, “calpain” ile kisitli bir proteoliz ile de aktive edilebilir. Olusan
parcalardan daha kiigiik olam Ca®", fosfolipid veya diasilgliserolden bagimsiz olarak

aktiftir.

PKC’nin uyari-yanit eslesmesinde rol aldigi ilk kez trombositlerden serotonin
salmmasi 1¢in gosterilmustir (41). Daha sonra pek ¢ok hiicresel bilesenin salinmast,
eksositoz, 1yon gecisinin diizenlenmesi, reseptor ile sinyal ileti sisteminin etkilesiminin
dizenlenmesi, diz kas kasilmasi, gen ekspresyonu ve hiicre ¢ogalmasi gibi pek ok

metabolik slevde rol aldi@r gosterdmustic (587 Damar duz kus hucreleryme 900 1



uyartlan proliferasyonunda PKC’nin rol aldig1 hiicre kiiltiirlerinde gosterilmistir (59).
Kiiltir ortamina bir protein kinaz C inhibitért olan “Staurosporin” veya “calphostin”
eklenmesi, diiz kas hicrelerinin serum ile uyarilan proliferasyonunu baskilamigtir

(60,61).

PKC’nin aktivasyonu ise hiicre igi haberlesmede, mitojen ile aktive olan protein kinaz
(MAP kinase) aktivitesinin uyarilmasi (62), transkripsiyonel ve translasyonel
mekanizmadaki AP-1, NF-xB ve diger bilesenlerin fosforilasyonu (45,63) gibi bir dizi
olaylar zincirini baglatir. Bu olaylar ilk sinyalin amplifikasyonuna neden olacak ve hem
transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde gen ekspresyonunu degistirecektir. Diiz
kas hucrelerinin prolifere olmalarini saglayan sinyal ileti kaskadinda da PKC’nin
onemli bir ara eleman oldugu, hiicre proliferasyonunun baskilandigi durumlarda
PKC’nin de inhibe oldugu gosterilmistir (50,64). Hiicrelerin proliferasyonu sirasinda
erken donemde gozlenen olaylardan birisi olan AP-1’in DNA’ya baglanmasinin
aktivasyonu, diiz kas hiicrelerinde ayni zamanda PKC’nin aktivatori olan forbol

miristat asetat (PMA) tarafindan aktive edilebilmektedir (64).

2.4 E vitamini ve ateroskleroz

E wvitamini, o-tokoferoliin biyolojik aktivitesine sahip olan tiim bilesiklere verilen
jenerik bir isimdir. Bitkisel yaglarda bulunan dogal tokoferol ve tokotrienollerin
viicutta sentezlenemedikleri i¢in diet ile alinmak zorunda olduklari ve beslenmede
esansiyel bir roli oldugu bilinmektedir. Dogada vitamin E aktivitesi gosteren 8 bilegik
bulunmaktadir: d-o, d-B, d-y, ve d-0 tokoferol ve d-a, d-B, d-y, ve d-8 tokotrienol.

Hepst de 6-hidroksikroman halkasina izoprenoid takilar takilmug bilesiklerdir (Sekil 1).

Dogal 1zoformlarin asetat ve siksinat tiirevleri ve sentetik tokoferollerin asetat ve
siiksinat turevleri farkl giiclerde vitamin E aktivites: gosterirler. Bunlarin icerisinde d-
o tokoferol en yitksek biyolojik aktiviteye sahiptir ve digerlerinin aktivitesi de o-

tokoferol ile karsilastinilarak kiyaslanir.
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Sekil 1: E vitamininin kroman halkasi ve o, 3, v, ve 8 tokoferol izomerlerinin takilar

. Driet tipi ve igerigi kalp damar hastaliklant riskinin onemli bir belirleyicisidir. Dietle
alinan besin maddelerinden ¢ok doymamig ve tek doymamig yag asitlerinden zengin
bitkisel besinler, Selenyum gibi eser elementler ve A vitamini (peroksi ve “thiyl”
radikalleri tutucusu), C vitamini (suda ¢6ziinen ana radikal tutucu), karotenoidler
(“singlet oxygen quencher”) ve E vitamini (d-a-tokoferol; yagda ¢oziinen zincir kirict
radikal tutucu) bu riski azaltan en onemli maddelerdendir (10). Yagda ¢6ziinen bir
bilesik olan E wvitamini, hicre zarlari arasindaki yag molekiillerinin arasinda ve
dolasimdaki dustik dansiteli lipoproteinlerin dig fosfolipid tabakasi tizerinde bulunur,
ve burada normal metabolizma sirasinda olusan radikalleri tutar (65). Bu yiizden LDL
oksidasyonu sirasinda E vitamini ilk tiikenen antioksidandir ve 6zellikle ok doymamis

vag asitlerinden zengin olan yerlerin ve oksijen ile direk temas eden dokularin oksidan



hasardan korunmasinda 6énemlidir.

Okside LDL’in endotel zararlanmasina neden olmasi ve aterosklerozda gozlenen ilk
degisiklik olan okside LDL’in makrofajlarca alinarak kopik hicre olugumuna katkida
bulunmasi nedeni ile, E wvitamini de dahil olmak f{izere antioksidanlarin plazma
lipoproteinlerini ve/veya damar hiicrelerini serbest radikal hasarindan koruyarak
aterosklerotik streci Onleme veya yavaglatmadaki rolleri bilinmektedir. 1991°de
yaymlanan ve Diinya Saglik Orgitii tarafindan desteklenen epidemiyolojik bir
caligmada, iskemik kalp hastaligindan o6lim i¢in en 6nemli riskin -yitksek kolesterol,
hipertansiyon veya sigaradan daha onemli- digik kan E wvitamini dizeyi oldugu
gosterilmigtir (66). E vitamininin kolesterol ile beslenen primatlarda aortada aterom
plagi olusumunu azalttig bilinmektedir (67). E wvitamininin endotel hucrelen
tarafindan olusturulan LDL oksidasyonunu da azalttigi gosterilmistir (68). E ve C
vitaminleri, okside LDL’in endotel tizerindeki sitotoksik etkilerine de karst yonde etki

gosterirler (69).
Esansiyel antioksidanlarin koruyucu etkiler1 igin ii¢ ayr1 mekanizma onerilmektedir:

1. E ve C vitaminleri lipid ve sulu ortamlarda mobil radikal tutucular olarak ¢aligirlar.
Hiicreleri ve viicudun diger bilesenlerini serbest radikal hasarindan korurlar. LDL ve
hiicre zarlari tabakalar arasina yerlegen a-tokoferol, kolaylikla ve hizla olusan lipid

. peroksidlerini tutarlar (10).

2. Lipoksijenazlar ve fosfolipaz A, gibi enzimlerin redoks fonksiyonlari, C ve E
vitaminleri tarafindan yere 6zgii olarak modiile edilebilir ve “peroksid tonuslar1” doza
bagimli bir sekilde regule edilirler. Lipid peroksidlerin olusumu ve ortadan kaldirilmasi
arasindaki denge de bu “peroksid tonusunu” olusturur ve siklooksijenazin aktivitesini

kontrol eder (10,65).

3. Ikinci haberciler veya bunlarin sinyal ileticileri yapica antioksidan olan bilesikler
tarafindan yere 6zgii olarak modile edilirler, fakat bu bilesiklerin radikal tutucu
ozelliklerinin bu modiilasyondaki fonksiyonel katkilarinin ne oldugu tam olarak

bilinmemekte, yapilan gozlemlerin agiklanabilmes: 1¢in bu bilesiklerin radikal tutucu



ozelliklerinden baska etki mekanizmalarmin bulunmalan gerekmektedir (10).

d-o-Tokoferol’iin antioksidan ozelliklerinden bagimsiz olarak duz kas hicre
cogalmasini ve protein kinaz C aktivasyonunu o6nledigi hiicre kiltirlerinde
gosterilmigtir (23,64,70,71). o-Tokoferol kaltir ortammnda diz kas hiicrelerinin
cogalmasimi belirgin olarak baskilarken, o-tokoferol ile aymi antioksidan etkinlik
potansiyeline sahip olan B-tokoferol hiicre ¢ogalmasini baskilamamaktadir. Cogalmay1
baskilamadaki bu fark iki molekiilin hiicre 1¢ine farkh miktarlarda alinmalarindan da
kaynaklanmamakta ve bu molekiller hicre igine alinmak i¢in bir yarisma
gostermemektedirler (61,64). Ayrica membran peroksidasyonunu a~tokoferolden ¢ok
daha fazla oranda baskilayan o-tokotrienoliin diz kas hiicreleri iizerindeki
antiproliferatif etkisi o-tokoferol ile ayni orandadir. d-a-Tokoferol’iin gosterdigi bu
antiproliferatif etki hiicre tipine 6zgidir ve c¢ogalmayr uyarmak igin kullanilan
mitojene gore de farklilik gosterir, ancak bu etki, sican diiz kas hiicresi (A7r5), insan
aorta duz kas hiicresi, fare fibroblasti (Balb/3T3), fare néroblastoma hiicresi (NB2a)
gibi pek ¢ok hiicre tipi i¢in gegerlidir (64,72). E vitaminin pek ¢ok hiicre igi isleve ait
sinyal 1letisi sirasinda 6éneml bir rol oynadig: dustiniilen protein kinaz C’yi inhibe ettigi
in vitro olarak gosterilmistir (64,71,73). Ortamdaki o-tokoferol konsantrasyonu
arttikga hiicrelerin [*H] Timidin inkorporasyonu ve PKC aktiviteleri aymi oranda
distigi gozlenmigtir. B-Tokoferol’tin ise PKC tizerinde baskilayict bir etkisi olmadig:
gosterilmistir. Ayrica, Go fazindaki hicrelere o-tokoferolin eklenmest AP-1’in
DNA’ya baglanmasini baskilamazken PMA ile uyarilan hiicrelere eklenen o-tokoferol
AP-1’in DNA’ya baglanmasini engelleyebilmektedir (74). a-Tokoferol ile PKC
arasindaki etkilesiminin molekiller temeli tam olarak bilinmemektedir. Ancak. o-
tokoferolin protein kinaz C’nin  veya onun fosforile ettifi substratlarn
defosforilasyonunu saglayan bir fosfatazi aktive ederek PKC’yi inhibe ettigi yolunda
bazi bulgular vardir (64,72).

Bu etkilesimlerin sonucu olarak E vitamininin aterosklerozdaki koruyucu etkilerinin
yalmzca radikal tutucu ozelliklerinden kaynaklanamayacag), antioksidan etkisinden

bagimsiz olarak ve muhtemelen PKC aracthd ile, aterogenezin diiz kas hiwere



proliferasyonu, endotel hiicre islev bozuklugu ve lipid birikimi, makrofajlarin solunum
patlamasi ve diiz kas hiicre gogalmast gibi pek ¢ok asamasini kontrol ederek koruyucu

etki gosterdigi ileri suralmugtur (70,71,75).



3.GEREC VE YONTEM
3.1 Gerecler

Aragtirma yaglart 2-6 ay arasinda degisen 16 albino erkek tavsan ile
gergeklestirilmigtir. Pelet tavsan yemi Jet Yem Sanayii’den alinmustir. Kolesterol

Merck, E-vitamini ise (Ephynal) Roche’dan alinmigtir.

Serum kolesterol ve triasilgliserol olgiimleri Technicon RA-1000 otoanalizori
kullanilarak kolorimetrik yontemler ile tayin edilmugtir. Serum o-tokoferol diizeyleri
LC-GA Shimadzu isokratik pompa, C-18 Phenomenex kolon, Knaur UV (292 nm)
dedektor ve Spectra-Physics integrator kullanilarak ters faz yiiksek performanslt sivi

kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmigtir.

Aorta ornekleri elektron mikroskopik inceleme igin hazirlandiktan sonra Biorad E
3000 kritik nokta kurutucuda kurutulmus ve Biorad “sputter coater” ile altin
kaplanmustir. Elektron mikroskopik incelemeleri Jeol EM 1200 ile yapilmistir.

Aorta homojenizasyonunda IKA Ultra Turrax homojenizatér kullanilmigtir. Protein
kinaz C aktiviteleri ise Upstate Biotechnology Inc.’dan (NewYork) temin edilen
“Non-Radioisotopic Protein Kinase Assay System” ile, absorbanslan ise Ceres UV

900 HDI (BioTek Instruments Inc.) ile belirlenmistir.

Immobilon-P transfer membrami Millipore’dan saglanmugtir. Molekal agirlig
belirleyicileri, anti-PKC antikoru ve diiz kas hiicresi anti-a-aktin monoklonal antikoru
ise Sigma’dan temin edilmigtir. Immunoblotlardaki bantlar gri skala dansitometre ile

(Molecular Dynamics) degerlendirilmugtir.
[statistiksel analizler ve grafikler Microsoft Excel’in 5.0 siiriimii ile yapilmugtir.

Bu calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesinin basta Biyokimya A. B. D. olmak
lizere, Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji A. B. D.
laboratuvarlari, Cevre Endiistriyel Analiz Laboratuvari, Hipokrat Tani Laboratuvar: ve
Bern Universitesi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Enstitisiiniin olanaklarindan

varartanilarak gerceklestiriimigtir.
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3.2 Yontemler

3.2.1 Tavsanlarda aterosklerozun deneysel olarak olusturulmasi

Yaslar1 2-6 ay arasinda degisen 16 albino erkek tavsan ti¢ gruba ayrilds,

Grup 1: 5 tavsan 8 hafta siire ile giinde 100 g tavsan yemi ile beslendi.

Grup 2; 5 tavsan 8 hafta siire ile giinde % 2 (w/w) kolesterol igeren 100 g tavsan
yemi ile beslendi.

Grup 3: 6 tavsan 8 hafta siire ile ginde % 2 (w/w) kolesterol igeren 100 g tavsan

yemi 1le beslendi ve 50 mg/kg/giin E vitamini kas igine injekte edildi.

3.2.2 Tavsan torasik aorta diiz kasiin hazirlanmasi

Tavsanlara 50 mg/kg 1.m. ketamine hidrokloriir anestezisi uygulandiktan sonra gogus
kafesleri acildi ve aortalart serbestlestirildi. Aortalar arkus hizasindan kesildi ve
yaklasik 5 mm uzunlugunda bir par¢a mikroskopik incelemeler i¢in 15 mM sodyum
fosfat ile tamponlanmuig salin (PBS) igerisindeki % 4 glutaraldehid iginde tespit edildi.
Daha sonra aortanin diyaframu kat ettigi noktaya kadar olan kismi ¢ikarild ve 10 mM
PBS (pH 7.4) igerisinde kandan tamamen armnana dek yikandi. Damarin adventisyasi
kunt disseksiyonla ayirildi. Aorta uzunlamasina agildi ve bir bisturi ile endotel tabakas
kazindi. Bu sekilde elde edilen media tabakasi eppendorf tiip igerisinde tartildi, azot

gaz1 eklenerek homojenize edilecegi giine dek -70 °C’de saklandi.

3.2.3 Serum kolesterol diizeylerinin 6l¢tilmesi

Serum kolesterol duzeyleri, enzimatik olarak renkli kinonemin bilesiklerinin
olusturulmast ve bu renkli bilesiklerin absorbanslarinin 500 nm.’de belirlenmesi ile

olguldu, kolesterol diizeyleri mg/dL olarak ifade edildi.

Prensip:

Kolesterol esterleri

kolesterol esteraz

Kolesterol + yag asitleri

!

Kolesterol + O Folesteroloksidaz. K slesten-4 on-3 + H>0»

>

peroksidaz,

2H.O. + fenol + ammo-4-antipirin Kinonemin bilegiklere 1805

P>



Kullanilan reaktifler:

1.2 mmol /L. Sodyum kolat, 0.12 mmol/L. Amino-4-antipirin, >500 U/L Peroksidaz,
>35 U/L Kolesterol oksidaz, >200 U/L Kolesterol esteraz, 100 mmol/L Fosfat tampon
pH 7.0 ve 26 mmol/L Fenol

3.2.4 Serum triasilgliserol diizeylerinin ol¢tilmesi

Serum triasilgliserol dizeyleri enzimatik olarak renkli kinonemin bilesiklerinin
olusturulmast ve bu renkli bilegiklerin absorbanslarmimn 500 nm.’de belirlenmesi ile

olguldu, triasilgliserol dizeyleri mg/dL olarak belitildi.

Prensip:

Triasilgliserol lipaz ,  Gliserol + yag asitleri

Gliserol + ATP glisorol kinaz . Gliserol-3-fosfat + ADP
Gliserol-3-fosfat + Oz glseol3fostoksidr _ Dihidroksiaseton-fosfat + H,O,

. . I, . . d . . peroksidaz . .
H,0O- + 3-hidroksi-trityodobenzoik asit + amino-4-antipirin ——— »  Kinonemin

bilesikleri + H-O

Kullanilan reaktifler:

2.28 mmol/L. Gliserol, 0.25 mmol/l. Amino-4-antipirin, 0.654 mmol/L. Adenozin-5-
" trifosfat, 400 U/L Gliserol kinaz, 1800 U/L Gliserol-3-fosfat oksidaz, 600 U/L Lipaz,
800 U/L Peroksidaz, 100 mmol/L Piperazin dietan siilfonik asit, 5 mmol/L. MgCl, ve
0.4 mmol/L. 3-hidroksi-2,4,6 trityodobenzoik asit.

3.2.5 Serum o-tokoferol diizeylerinin Slgtilmesi

Serum a-tokoferol diizeyleri ters faz HPLC ile tayin edilmistir (76).

200 uL tavsan serumu, esit hacimde 1 g/L. askorbik asit igeren etanol ile deproteinize
edildi. 24 pl. asetonitril eklendi ve 1 dakika vorteks ile ¢alkalandi. Uzerine 500 uL
HPLC grade hekzan eklenerek 2 dakika vorteks ile galkalandi. 1 dakika 3000 rpm’de

santritli] edilerek tst faz toplandi. Alt faz iki kez daha ayni sekilde hekzan ile ekstre



edildi ve ust fazlar bir araya toplandi Ust fazlarin toplami tekrar 1 dakika 3000
rpm’de santrifiyy edildi ve berrak kisimdan 1 mL alinarak azot gazi altinda uguruldu.
Tipteki kalintt tizerine 10 pl. askorbik asit (1 g/L) / etanol eklendi, vorteks ile
calkalandi, 150 pL. mobil faz (metanol : su; 95 : 5) eklendi, 1 dakika vorteks ile
calklandi, 1 dakika sonike edildi. Karigim 45 nm filtrelerden siizildi. Bu stuziintiiden
alnan 50 pL. ornek, akis hizi 1.2 mL/dk olacak sekilde HPLC kolonuna injekte edildi.
Integratorden gikan kromatogramlarda o-tokoferol piklerinin alikonma zamanina
uyumlu pikler tamimlandi. Pik buyuklikleri, konsantasyonu bilinen o-tokoferol
standarti pik biyuklugt ile karglastirilarak hesaplandi, E vitamini dizeyleri pg/mL
olarak ifade edildi.

3.2.6 Mikroskopik inceleme

Doku 6rnekleri 4° C’de 0.15 M PBS igernisindeki % 4’liik glutaraldehid (pH 7.2)
icerisinde tespit edilerek 3 saat tampon ile yikandi. 0.15 M fosfat tampon igerisindeki
Os0; igerisinde 2 saat tespit edilen dokular 4 saat tampon ile yikandi, daha sonra oda
sicakliginda vyiikselen etanol serilerinden gegirilerek sulart alindi.  Toluende
saydamlagtirilarak 1 gece toluen-epon (1:1) karigiminda birakildi, sonra epon 812
ortamina gomiildii. Ultramikrotomda alman 1 um kalinligindaki kesitler Azur B ile
boyanarak 1gtk mikroskopi incelemesi i¢in kullanildi. Ayni mikrotom ile alinan 600 °A
' kalinligindaki kesitler ince bakir gridler Gizerine alindi, uranil asetat ve kursun sitrat ile

boyandi ve elektron mikroskopik incelemeleri yapild: (77,78).

Taramali mikroskop ¢alismalart i¢in dokular etanol serilerinden sonra etanol - amil
asetat kanigiminda bekletildi ve saf amil asetata alindi. Krittk nokta kurutucuda

kurutulan dokular altin kaplanarak taramali elektron mikroskopik incelemeye alindi

3.2.7 Aorta diz kas hiicrelerinin homojenizasyonu, sitozolik ve membran

fraksiyonlarinin ayrimi

200-300 mg arasindaki aorta drnekleri bisturi ile yaklastk 1 mm™lik parcalara ayrild:.
Once 0.5 mL “buffer A” [20 mM Tris, pH 7.5, | mM DTT S mM EDTA. 10 mM

EGTA, %o 10 {vvy Gnserot b omd PMSFE] eklenerek Turrax Biomaornizaiorde 9300



rpm’de buz icerisinde 75 saniye homojenize edildi, karisimin hacmi buffer A ile 1500

ul’e tamamlandi.

Karisim +4°C’de 5 dakika 500 x g santrifiyj edilerek ¢ekirdek fraksiyonu uzaklagtirildi.
Ust faz, 4 °C’da 100,000 x g’de 60 dakika santrifiij edildi. Ust faz (sitozolik
fraksiyon) alind: ve protein kinaz C aktivitesi belirlenene dek buz icerisinde bekletildi.
Pelet (membran fraksiyonu) % 0.1 Triton X-100 igeren 400 pL buffer A igerisinde
yeniden stuspande edildl. Suspansiyon +4 °C’da 40 dakika galkalandi, daha sonra 4
°C’da 100,000 x g’de 60 dakika santrifiyj edilerek, tst faz alindi (¢6ziinmiis membran
fraksiyonu). Membran ve sitozol fraksiyonlarina son konsantrasyonlari sirasi ile 0.1

mM, 0.01 mM ve 1 mM olacak sekilde NasVOy,, B-gliserofosfat ve NaF eklendi.

Bu oOrneklerin protein igerikleri belirlendi; konsantrasyonlari, 12 uL’sinde 10 ug

protein icerecek sekilde buffer A ile ayarlandi ve PKC aktiviteleri belirlendi.

3.2.8 Protein tayini

Aorta homojenatlarinin protein igerikleri Lowry (79) yontemi ile belirlendi. 50 pL
homojenat, 1 mL 50:1 oraninda kargtiriimig 0.1 N NaOH igerisindeki % 2 Na,COj; ve
% 1 sodyum potasyum tartarat igerisindeki % 0.5 CuSQ, ile oda sicakliginda 15
dakika inkibe edildi ve Uzerine 0.1 mL 1:1 oraninda sulandirilmug Folin Ciocalteu
_ ayrraci eklendi. Protein standartt olarak % 0.1 sigir serum albumini kullanildi. Oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilen karigimlarin absorbanslart 750 nm. de belirlendi ve

protein konsantrasyonlar1 pg/uL olarak ifade edildi.

3.2.9 Protein kinaz C aktivitesinin 0l¢iilmesi

Protein kinaz C aktiviteleri bir ELISA yontemi olan “Non-Radioisotopic Protein

Kinase Assay System” ile belirlend:.

Prensip:

Bir “intermediate filament” bilesent olan glial fibriller asidik protein (GFAP) in vitro

~

olarak proten kinaz C 1¢cin bir substrat gorevt goriir. GFAP nin 3. 1le 13. amino asit

kaimtilan olan Arg-arg-Arg-Val-Thi-fosfoser-Ala-Ala- Arg- Are-fosfo Ser



(fosfopeptid G1) sentetik peptidine karsi gelistirilen Fare monoklonal YC-10
antikorunun GFAP’in 7 ile 12. amino asit kalintilar arasinda kalan yerel fosforillenme

yerl dizisini (Thr-fosfoSer-Ala-Ala-Arg-Arg) tanidig gosterilmigtir (80).

“Non-Radioisotopic Protein Kinase Assay System™ igerisinde bulunan ¢ozeltiler:

1. Bilesik ¢ozelti: 25 mM Tris-HCI pH 7.0, 2 mM MgCl,, 0.1 mM ATP, 0.8 mM
CaCl,, 50 ug PS

2. Durdurma ¢o6zeltisi: % 20 H;PO,4

3. Yikama ¢ozeltisi

4. Substrat A: Tetrametilbenzidin
5. Substrat B: H,O,

6. 200 mM EGTA

Deney protokolii:

Aorta  homojenatlarinin ~ sitozolikk ve membran fraksiyonlarinin  protein
konsantrasyonlar1 12 ul.’de 10 ug protein olacak sekilde ayarlandiktan sonra, her

fraksiyonun PKC aktiviteleri, her 6rnekten ikiser adet olacak sekilde belirlendi.

1. 12 uL kinaz 6rmegi, 108 pl bilesik ¢ozelti ile kanstinlarak 25 °C’lik bir su
banyosunda 5 dakika bir 6n inkiibasyona tutuldu. Her ornek i¢in PS igeren iki
pozitif deney (test) ve esit hacimde EGTA igeren iki negatif kontrol (kor)
hazirlands.

2. Bu kangimdan 100 pL alinarak G1 fosfopeptid kapli kuyucuklara aktarildi, 25
°C’lik su banyosunda 5 dakika inkiibe edilerek orneklerdeki PKC’nin kuyulardaki
fosfopeptid G1°1 fosforile etmesi saglandi.

3. 100 pL durdurma gozeltisi eklend:.

4. Yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi.

5. Her kuyuya 100 pL. YC-10 monoklonal antikoru eklendi, 25 °C’lik su banyosunda
30 dakika inkiibe edilerek monoklonal antikorun fosforillenen peptide baglanmasi
saglandi.

6. Yikama ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi.

7. Her kuyuya 100 pL peroksidaz (POD) ile konjuge edilmis fare Ig G antikoru



eklendi, 25 °C’lik su banyosunda 60 dakika inkiibe edilerek baglanmig olan YC-10
monoklonal antikorlarinin peroksidaza konjuge edilmig olan “anti-mouse Ig G”
tarafindan taninmasi saglandi.

8. Yikama ¢ozeltisi ile S kez yikandi.

9. Her kuyuya 100 uL substrat ¢ozeltisi eklendi, 25 °C’lik su banyosunda 3 dakika
inkiibe edildi.

10.Her kuyuya 100 pL. durdurma g¢ozeltisi eklend: ve kuyularin absorbanslart 450

nm’de belirlendi.

PKC enzim aktiviteleri, her ornek i¢in ¢alisilan deney ve kor absorbans farklar: (AA)

kullanilarak AA / dakika / ug protein olarak ifade edildi.

3.2.10 Protein kinaz C ve a-aktin ekspresyonunun sl¢iilmesi

Protein kinaz C ve a-aktin ekspresyonlart “immunoblotting” ile belirlendi. Bu amagla
once Sodyum dodesil siilfat / Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS/PAGE) ile

proteinler aynistirildi, daha sonra ayrigtirilan proteinler blotland.

3.2.10.1 Sodyum dodesil siilfat/Poliakrilamid jel elektroforezi

Protein elektroforezi Biorad Mini jel 10 x 7.5 x 0.1 cm kullanilarak Laemmli’nin (81)
tanimladig) yonteme gore yapildi. Poliakrilamidin % 30’luk (w/v) ve bisakrilamidin %
' 0.8’lik (w/v) sudaki ¢ozeltisi kullamlarak % 5 (yiukleme) ve % 8’lik (ayirici) jeller
yapildi. Ayiricr jel igin kullanilan tamponun son konsantrasyonlart 0.375 M Tris pH
8.8, 2 mM EDTA ve % 0.1 (m/v) SDS 1idi. Jelin polimerizasyonu TEMED’in % 0.05
(v/v) ve amonyum persilfatin % 10’luk sudaki ¢ozeltisi kullanilarak saglandi. % 5’lik
yukleme jel tamponunun son konsantrasyonlar: 0.125 M Tris pH 6.8, 2 mM EDTA ve
% 0.1'lik (m/v) SDS idi. Yuritme tamponu ise 288 g glisin, 60 g Tris, 48 g
EDTA nin 10 L suda ¢oziilmest ve 10 g SDS eklenmesi ile hazirlandi. Yukleme jeli 20
mA, avirict jel 1se 30 mA akim altinda yuratilda. Her yuritmede 6nceden boyanmisg
uygun boyutlu molekil agirligi belirleyicileri kullanildi.  Sitozolik ve membran

fraksivonlar, her kuyuda 20 ug protein olacak sekilde ytklendi.



3.2.10.2 “Immunoblotting” (Western blotting)

Elektroforezle aynstirilan proteinler 10 mM CAPS pH 11 ve % 10 (v/v) metanol
igeren buz sofuklugunda tampon igerisinde 140 mA akim altinda 1 saatte
poliakrilamid / SDS jelinden Immobilon P membrana aktarildi. Aktarma igleminin
etkinligi, jele daha onceden eklenmis olan 6nceden boyanmis olan molekiil agirhg:
belirleyicileri ile izlendi. Membran 5 dakika stire ile TBS (20 mM Tris, 130 mM NaCl,
pH 7.0) ile yikand.

Blotlar oda sicakliginda bir saat siire ile % 5 (m/v) yagsiz siit tozu igeren TBS ile
bloke edildi ve 2 kez 5 dakika siire ile TTBS [TBS + % 0.1 (v/v) Tween 20] ile
yikandt. Anti-PKC antikoru % 1 (m/v) BSA/ % 0.1 (m/v) NaNj; igeren PBS igerisinde
¢oziildi. Blotlar anti-PKC antikoru ile 1 gece inkiibe edildi. Membranlar 2 x 10
dakika TTBS igerisinde yikandi ve segilen gorintiileme yontemine igin uygun

oranlarda seyreltilmis ikinci antikor ile inktibe edildi.

ao-Aktin ekspresyonun oOlgiimii igin aym blotlar 6nce anti-PKC antikorlarindan
arindirildi. Bunun igin blotlar, 100 mM 2-merkaptoetanol, % 2 SDS, 62.5 mM Tris-
HCI, pH 6.7 igeren bir tamponda 50 °C’da 30 dakika yikandi. Daha sonra blotlar 2 x
10 dakika TTBS ile yikands, 2 x10 dakika % S5 (m/v) yagsiz siit tozu igeren TBS ile
bloke edildi. Blotlar diiz kas hiicresi anti-a-aktin monoklonal antikoru ile 1 gece
inktibe edildi. Membranlar 2 x 10 dakika TTBS igerisinde yikandi ve segilen
gorlintileme yontemine ig¢in uygun oranlarda seyreltilmig ikinci antikor ile inkiibe
edildi.

3.2.10.3 “Enhanced” kemiluminesans (ECL) ile goriintiileme:

Prensip:

Kemiluminesansin prensibi bir kimyasal reaksiyon ile uyarilan bilesiklerin, uyarilmis
haldeki enerjilerini 151k emisyonu olarak sagmalarma dayanir. Luminol gibi halkasal
diasilhidrazidlerin “Horseradish Peroxidase” (HRP) / H,PO, tarafindan alkali kosullar
altinda okside edilmesi ¢ok kullanilan sistemlerden birisidir. Oksidasyon ile uyarilan

luminol bazal enerji diizeyine dénerken 151k sagar. Bu oksidasyonun fenoller gibi cesitli



“enhancer”larm varhiginda yapiimast 1se 151k emisyonunu giglendirir.

HRP 1ile isaretli antikorlar ile konjuge edilen immobilize edilmig belirli antijenler,

“enhanced” kemiluminesans ile gorunttlenebilir.

Protokol:

Blotlar, “Horseradish Peroxidase” ile konjuge edilmis, TTBS ile 1:10,000 oraninda
seyreltilmig, tavsan Ig G’sine kargt gelistirilmis antikor ile 1 saat inkiibe edildi, TTBS
le 4 x 10 dakika yikandi, Amersham International’in ECL goruntileme kiti ile

goruntiilendi ve goriilen bantlar dansitometre ile ol¢iilda.

3.2.11 Istatistiksel analiz

Gruplardan elde edilen verilerin ortalama, standart sapma ve varyans gibi istatistiksel
parametreleri belirlendikten sonra, varyanslarmin egit veya farkli olmalarina gore
varyanslari esit gruplar igin tek yonli t-testi veya varyanslar farkhi gruplar igin tek

yonla t-testi ile kargilagtirildilar.



4.SONUCLAR

4.1 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin

serum lipid ve E vitamini diizeylerine etkisi

4.1.1 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin serum

kolesterol diizeylerine etkisi

Kontrol grubundaki tavsanlarin serum kolesterol diizeyi ortalamasi 64 = 11 mg/dL
iken kolesterol ile beslenen gruptaki tavsanlarm serum kolesterol diizeyi ortalamasi
875 + 573, kolesterol ve E vitamini ile beslenen gruptaki tavsanlarin serum kolesterol
diizeyi ortalamasi da 811 = 300 mg/dL idi (Tablo 1). 2. ve 3. gruptaki tavsanlarin
serum kolesterol dizeyleri, kontrol grubundaki tavsanlarin serum kolesterol
diizeylerinden istatistiksel olarak farkli (sirast ile; p<0.01 ve p<0.001) iken, 2. ve 3.
gruptaki tavsanlarin serum kolesterol diizeyleri arasinda o=0.05 giivenirlik araligimda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (Sekil 2).

Tablo 1: Her Gg¢ gruptaki tavsamin serum total kolesterol, triasilgliserol ve E

vitamini diizeyleri (ortalama =+ standart sapma)

Kontrol Kolesterol Kolesterol + E vitamini
(n=5) (n=5) (n=6)
Total kolesterol 64 +11 875 £ 573* 811 £ 300**
(mg/dL)
Triasilgliserol 150 £ 48 214 £ 127 270 £201
(mg/dL)
E vitamini 32+£13 98+29 122.6 4+ 42 7%
(ng/mL)

kontrol ile kiyaslandiginda *p<0.01, ¥**p<0.001; ortalama + standart sapma
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Sekil 2: Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin serum kolesterol

diizeylerine etkisi.

4.1.2 Kolesterolden zengin diet ve E wvitamini verilmesinin serum

triasilgliserol diizeylerine etkisi

Kontrol grubundaki tavsanlarin serum triasilgliserol diizeyi ortalamasi 150 + 48 mg/dL
iken kolesterol ile beslenen gruptaki tavsanlarin serum triasilgliserol diizeyi ortalamasi
214 + 127, kolesterol ve E vitamini ile beslenen gruptaki tavsanlarin serum
triasilgliserol diizeyi ortalamasi da 270 = 201 mg/dL 1di. Bu sonuglar karsilagtirildigi
zaman her ¢ grubun serum triasilgliserol diizeyleri arasinda o=0.05 guvenirlik

arali@inda istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmad: (Tablo 1).

4.1.3 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin serum E

vitamini diizeylerine etkisi

Kontrol grubundaki tavsanlarin serum E vitamini diizey: ortalamast 3.2 = 1.3 pg/mL,
kolesterol ile beslenen gruptaki tavsanlarin serum E vitamini diizeyi ortalamasi 9.8 +
2.9 ug/mL ve kolesterol + E vitamini verilen gruptaki tavsanlarin serum E vitamini
diizeyi ortalamas: da 122.6 + 42.7 pg/mL 1di (Tablo 1). Kolesterol + E vitamini
verilen gruptaki tavsanlarin serum E wvitamini dizeyleri, kontrol grubundaki ve

kolesterolden zengin diet ile beslenen gruptaki tavsanlarin serum E  vitamini



lizeylerinden istatistiksel olarak farkli idi (p<0.001) (Sekil 3).
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Sekil 3: Kolesterolden zengin diet ile beslenme ve E vitamini verilmesinin serum E
vitamini diizeylerine etkisi.

4.2 Mikroskopi sonuclari

4.2.1 Istk mikroskopisi

Her (i¢ gruptan da alinan aorta 6rneklerinden 1 mm kalinhginda kesitler hazirland: ve
stk mikroskopunda incelendi. Kontrol grubundaki tavsanlarin aorta orneklerinde
biittinliigi bozulmanug endotel tabakast ve normal bir intima ve media tabakasina

sahip olan damar kesitleri gorildi (Sekil 4 A).

Kolesterolden zengin diet ile beslenen grupta endotel tabakasinin butinligintn
bozuldugu ve intimada yer yer 7-8 hiicre tabakasina varan belirgin bir kalinlagma
oldugu gozlendi. Intimadaki hucrelerin sitoplazmalarinda lipid vakuollerinin birikerek
kopitk hicreleri olusturdugu, bazi alanlarda tiim sitoplazmanin bu vakuoller ile
kaplandigi gozlendi. Mediadaki hucrelerin  aksine, intimadaki hicrelerin  uzun
cksenleri clastik liflere dik yerlesmis oldugu, elastik liflerin ondiilasyonlarinm
bozulmus oldugu ve diz kas hicreleri arasinda yer yer lipid damlaciklarinin
holundugu eozlendi (Sekil 4 B) Sekil 4 Cde ise olusan kopik hiicreler daha biivik

neime e sosterinustr,

)
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Sekil 4: Her deney grubunu temsil eden bir tavsanimn aortasmm 15tk mikrokopi
fotograflari. A) kontrol grubu (x10 biiyiitme), B) kolesterol grubu (x20 biyiitme), C)
kolesterol grubu (x40 biiyiitme), D) kolesterol + E vitamini grubu (x20 biiyiitme)
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Sekil 4 D de goruldigu gibi, Kolesterol + E vitamini verilen grupta, 2. gruba kiyasla
damar yapisinin normale ¢ok yakin oldugu, intimal kalinlagmanin olmadii veya
minimal oldugu, intimada veya mediada koptk hicrelerin gorilmedigi, media

tabakasindaki elastik liflerin ondiilasyonlarin ise normal oldugu gozlendi.

4.2.2 “Scanning” elektron mikroskopisi (SEM)

Kontrol grubundak: tavsanlarin aortalarinin SEM incelemesinde olduk¢a diizgiin bir
endotel ortiisinin bulundugu, endotel hiicrelerinin sekil ve boyutlarinin homojen

oldugu ve lizerlerine trombositlerin yapigmadigi gozlendi (Sekil 5 A).

Kolesterolden zengin dietle beslenen gruptaki tavsanlarin aortalarmin SEM
incelemesinde endotel tabakasinin diizgiin bir yizey olusturmadifi, ylizey rélyefinin
bozuldugu, endotel hicrelerinin gekillerinin bozuldugu ve yer yer aralarinin agilarak
altta yatan intima tabakasinin ortaya ¢iktig1 gorilda (Sekil 5B). Bazi bolgelerde yaygin
trombus alanlarinin bulundugu, ve daha buyik biytitmelerde bu bolgelerin bir fibrin
ag ile kapll bulundugu gorildi Sekil 5C’de zarar gormiis endotel hiicreleri

gorulmektedir..

Kolesterol + E vitamini verilen grupta, endotel tabakast yiizeyinin 2. gruba kiyasla
daha diizgiin oldugu, agik alanlarin bulunmadigi ancak yine de endotel hiicrelerinin
sekil ve boyut olarak 1. grup kadar homojen olmadig1 gozlendi. Bu grupta trombosit

tutunmasinin ve fibrin aginin ¢ok daha az oldugu goraldigi saptandi (Sekil 5 C).

4.2.3 “Transmission” elektron mikroskopisi (TEM)

Kontrol grubundaki tavsanlarin aortalarinin TEM incelemelerinde diiz kas hiicrelerinin
¢ok sayida miyofilaman igerdigi, sitoplazmalarinda az sayida organel bulundugu ve

tipik diiz kas hiicresi gorintimiinde olduklari saptandi (Sekil 6 A).

Kolesterol ile beslenen grupta diiz kas hiicrelerinin  sitoplazmalarindaki

miyofilamanlarin  kayboldugu, mitokondri, golgi aparat, ER ve ribozom gibi
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Sekil 5: Her deney grubunu temsil eden bir tavsanin aortik diiz kas hiicre SEM
fotograflari; A) kontrol grubu, B) kolesterol grubu, C) kolesterol grubu, D)kolesterol

+ E vitamini grubu
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Sekil 6: Her deney grubunu temsil eden bir tavganin aortik diiz kas hiicre TEM

fotograflari; A) kontrol grubu, B) kolesterol grubu, C) kolesterol + E vitamini grubu
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organellerin sayisinda belirgin bir artis oldugu, ve ¢ok sayida lipid dolu vakuollerin

bulundugu gozlend: (Sekil 6 B).

Kolesterol + E vitamini verilen gruptaki tavsanlarin aortalarinin TEM incelemelerinde
diiz kas hiicrelerinin bir miktar organel igermekle birlikte, hemen hemen hi¢ lipid
vakuolleri olmadig1 ve hiicrelerde belirgin miktarda miyofilaman bulundugu goriildi

(Sekil 6 C).

Tam bu sonuglart goz 6niine alinca, kontrol grubundaki tavsanlarda normal bir elastik
arter morfolojisi bulunduguna, kolesterolden zengin diet ile beslenen tavsanlarda ise
tip III ve tip IV aterosklerotik lezyonlarin gozlenebildigine ve aterosklerozun tiim
morfolojik karakteristiklerinin bulunduguna karar verildi. Kolesterolden zengin dietle
birlikte E vitamini verilen grupta gozlenen aterosklerotik degisikliklerin ise minimal

oldugu ve arter yapisinin normalden ¢ok az sapma gosterdigi saptandi.

4.3 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin
protein kinaz C iizerine etkisi

4.3.1 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin protein kinaz

C aktivitesi tizerine etkisi

Her U¢ grup tavsamin aorta diz kas homojenatiun sitozolik ve membran

fraksiyonlarinda olgiilen PKC aktiviteleri agagidaki tabloda gosterilmigtir.

Tablo 2: Damar damar duz kas PKC aktiviteleri (AA / dakika / g protein)

Kontrol Kolesterol Kolesterol + E vitamini
Sitozolik aktivite 1.85+1.10 442 +(0.75* 415+ 0.52%
Membran aktivitesi 357127 6.13+204%* 526+ 136 **
Total aktivite 542 +1.89 [055£2.12* 9.4] + 0.94%*

kontrol ile kiyaslandiginda * p<0.01, **p<0.05; ortalama + standart sapma

Kolesterol grubundak: tavsanlarin total PKC aktivitest ortalamasi (10.55 £2.12) ve
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kolesterol + E vitamini verilen gruptaki tavsanlarin total PKC aktivitesi ortalamasinin
(9.41 4 0.94). kontrol grubundaki tavsanlarin total PKC aktivite ortalamasindan (5.42
+ 1.89) istatistiksel olarak farkhi oldugu bulundu (p<0.01). Kolesterol ile beslenen
tavsanlar ile kolesterol + E wvitamini ile beslenen tavsanlarin total PKC aktivitesi
ortalamalar1 arasinda ise o=0.05 giivenlik aralifinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamadi (Sekil 7).

(AA/dakikafg protein)

Total PKC aktivitesi

Kontrol Kolesterol Kolesterol + E
vitamini

Sekil 7: Kolesterolden zengin dietle beslenme ve E vitamini verilmesinin damar diz

kas hiicreleri total PKC duizeylerine etkisi.

Diz kas hucrelerinin sitozolik ve membran fraksiyonlarinin PKC aktiviteleri de,
gruplar arasinda benzer bir dagihm gosterdigi goruldii. Kontrol grubundaki tavsanlarm
aorta diiz kas hiicrelerinin sitozolik fraksiyon PKC aktivitesi ortalamast 1.85 £ 1.10,
membran fraksiyonu PKC aktivitesi ortalamast 3.57 + 1.27; kolesterol ile beslenen
gruptaki tavsanlarin aorta diz kas hicrelerinin sitozolik fraksiyon PKC aktivitesi
ortalamast 4 .42 + 0.75. membran fraksiyonu PKC aktivitesi ortalamast 6.13 + 2.04 ve
kolesterol + E wvitamini ile beslenen gruptaki tavsanlarin aorta diiz kas hiicrelerinin
sitozolik fraksiyon PKC aktivitesi ortalamast 4.15 + 0.52, membran fraksiyonu PKC
aktivitesi ortalamast 326 = .36 idi (Tablo 2). Gruplann sitozolik fraksiyon PKC

aktivitelert ortalamalan karsilastirilinca, kolesterol ve kolesterol + E vitamini ile



beslenen gruplarin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu goruldi
(p<0.01). Kolesterol ile beslenen grup ile kolesterol + E vitamini alan grubun sitozolik
PKC aktiviteleri ortalamalari arasinda ise o=0.05 givenlik araliginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamad:i. Gruplarin membran fraksiyonundaki PKC
aktiviteleri ortalamalari kargilagtinlinca da aymi dagiim sekli gorildii;, kolesterol ve
kolesterol + E vitamini ile beslenen gruplarin kontrol grubundaﬁ istatistiksel olarak
farkl: oldugu bulundu (p<0.05). Kolesterolden zengin diet ile beslenen grup ile
kolesterol + E vitamini verilen grubun sitozolik PKC aktiviteleri ortalamalar1 arasinda

ise a=0.05 giivenlik araliginda istatistiksel olarak anlamhi bir fark bulunamad: (Sekil

8).

PKC aktivitesi
(AA/dakikafrg protein)

R,

Sitozolik fraksivon Membran fraksivonu
EKontrol BKolesterol [dKolesterol + E vitamini

Sekil 8: Kolesterolden zengin dietle beslenme ve E vitamini verilmesinin damar diiz

kas hiicrelerinin sitozolik ve membran fraksiyonundaki PKC aktivitelerine etkisi.

4.3.2 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin protein kinaz
C’nin sitozolden membrana translokasyonuna etkisi

PKC’nin sitozolden membrana translokasyonunda gruplar arasinda farklilik olup

olmadigini anlamak igin her denegin diiz kas hiicre membran fraksiyonunda olgtilen
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PKC akuivitesinin, total PKC aktivitesinin yizde kagi oldugu hesaplandi ve membran
PKC aktiviteleri totalin %’si olarak ifade edildi (Tablo 3). Kontrol grubundaki
tavsanlarin membran PKC aktiviteleri total aktivitenin % 66.9 + 12.1°1, kolesterol
grubunun % 56.9 + 9.6’s1 ve kolesterol + E vitamini grubunun % 55.1 £+ 9.9’u idi. Bu
oranlar arasinda o=0.05 giivenlik araliginda istatistiksel olarak anlamhi bir fark

bulunamad: (Sekil 9).

Tablo 3: Damar diz kas hiicrelerinin membran PKC aktivitelerinin total aktiviteye

oranlart

Kontrol Kolesterol Kolesterol + E vitamini

Membran aktivitesi 669+12.1 56.9+96 55.1+99

(Totalin %’si olarak)

ortalama =+ standart sapma

w7

%

Mcmbran PKC aktivitesi (totalin %'si)

20
101
O - T . -
Kontrol Kolesterol Kolesterol + E
vitamini

Sekil 9: Kolesterolden zengin diet ile beslenme ve E wvitamininin damar diiz kas

hiicresinde PKC nin sitozolden membrana translokasyonuna etkist.
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4.3.3 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin damar diiz kas
hiicresi sitozolik protein kinaz C ekspresyonuna etkisi

Kolesterol ile beslenen guruplardaki gerek sitozolik ve membran fraksiyonlarindaki
PKC aktivitelerinin, gerekse total PKC aktivitesinin kontrol gurubundan yiiksek
¢ikmasi Gizerine, bunun hiicre igerisindeki PKC’nin aktive olmasindan mi1 yoksa PKC
ekspresyonunun artmasindan mi kaynaklandigini anlayabilmek igin sitozolik ve
membran fraksiyonlarina ait homojenatlar SDS - PAGE ile ayirildi ve ayirilan bantlar
SDS - PAGE jelinden Immobilon P membranlara aktarildi. Blotlar anti-PKC antikoru
ile inkiibe edildi ve daha sonra “Horseradish Peroxidase” ile konjuge edilmis, tavsan Ig
G’sine kargi gelistirilmig antikor ile inkiibe edilerek ECL ile goérintilendi, ve bantlar

dansitometre ile degerlendirild:.

Kontrol grubu ortalamasi 635.5 + 186.0, kolesterol ile beslenen grubun ortalamasi
968.0 + 263.6, kolesterol + E vitamini ile beslenen grubun ortalamas: 893.8 + 89.0
olarak olguldii (Tablo 4). Bu sonuglar kargilagtinldii zaman, kolesterol ve kolesterol
+ E vitamini ile beslenen gruplarnn kontrol grubundan istatistiksel olarak farkl oldugu
bulundu (p<0.05). Kolesterol ile beslenen grup ile kolesterol + E vitamini alan grubun
sitozolik PKC ekspresyon miktarlari arasinda ise o=0.05 giivenlik aralifinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamad: (Sekil 10).
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Sekil 10: Kolesterolden zengin dietle beslenme ve E vitamini verilmesinin damar diiz

kas hticrelerinin sitozolik PKC ekspresyonuna etkisi.

4.3.4 Kolesterolden zengin diet ve E vitamini verilmesinin damar diiz kas
hiicresi sitozolik a-aktin ekspresyonuna etkisi

Kolesterol ve kolesterol + E vitamini ile beslenen gruplardaki tavganlarin aorta diiz kas
huicrelerinin sitozolik PKC miktarlarmin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
arttifinin gosterilmesi Uzerine, bu artisin yalnizca PKC’ye mi 6zgii oldugu, yoksa
protein sentezindeki genel bir artisgt mu yansittiim anlayabilmek igin aorta
homojenatlarinin sitozolik fraksiyonunda damar diiz kas hiicresine 6zgii bir protein
olan «-aktin dizeyleri kargilagtirildi (Tablo 4). Kontrol grubunun ortalamas: 7439.8 +
2652.9, kolesterol ile beslenen grubun ortalamasi 9558.5 + 1052.5, kolesterol + E
vitamini ile beslenen grubun ortalamas: ise 8001.8 + 1475.6 olarak olgiildi. Bu
sonuglar karstlastinididi zaman ise o=0.05 glvenlik aralifinda her ¢ grubun

ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig gérildi (Sekil 11).



Tablo 4: Sitozolik protein kinaz C ve a-aktin ekspresyonu ortalamalan

Kontrol Kolesterol Kolesterol + E vitamini
Sitozolik PKC 635.5+186.0 968.0 + 263.6* 893.8 + 89.0*
ekspresyonu
Sitozolik c-aktin  7439.8 £2652.9  9558.5+ 1052.5 8001.8 £ 1475.6
ekspresyonu

kontrol ile kiyaslandiginda *p<0.05; ortalama = standart sapma
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Sekil 11: Kolesterolden zengin dietle beslenme ve E vitamini verilmesinin damar diiz

kas hiicrelerinin sitozolik a-aktin ekspresyonuna etkisi.



5. TARTISMA

Ateroskleroz; viiksek kan kolesterol diizeyi, yiksek LDL / HDL orani, hipertansiyon,
sigara igimi, sedanter yasam tarzi, diyabét gibi farkl risk faktorlerinin s6z konusu
oldugu kisilerde farkli tetikleyici mekanizmalar ile Dbaglayabilen, ancak

patogenezindeki ana mekanizma intimal proliferasyon olan bir hastalik siirecidir.

Embriyoda ve gelismekte olan organizmada diiz kas hiicrelerinin proliferasyon
indeksleri yitksektir ve goriinlim olarak fibroblastlann andinirlar; ¢ok sayida Golgi
aparati, ribozom ve RER gibi sentetik organeller igerirler, uyaranlara sekretuvar ve
proliferatif yanit verirler. Bu hiicreler sentetik fenotipteki diiz kas hiicrelerini
olustururlar; esas gorevleri cogalmak ve hizla biiyliyen organizma igin gerekli hticreler

arasi bag dokusunu saglamaktir (46).

Yetigkin bir organizmada ise damar diiz kas hicrelerinin proliferasyon hizlar1 ¢ok
disiiktir ve karakteristik goriinimlerini kazanmiglardir; az sayida organel igerirler,
kontraktil miyofilamanlardan zengindirler ve kimyasal ve mekanik uyaranlara
kasilarak yanit verirler. Bu hucreler kontraktil fenotipteki diiz kas hiicrelerini
olustururlar; esas gorevleri kasilmak ve damar duvarmin tonusunu ayarlayarak

dolagimin diizenlenmesine araci olmaktir (82).

Damar duz kas hticrelerinin organizmanin biiyime ve gelismesi sirasinda gosterdikleri
« bu yapisal ve islevsel degisiklikler sentetik fenotipten kontraktil fenotipe gegis olarak
tanimlanabilir (26). Ancak yetigkin organizmada da, damar diuz kas hiicreleri doku
onarimu sirasinda, aterosklerozda ve kultir ortaminda yuksek proliferasyon hizi ve
sentetik fenotip sergileyebilirler. Bu fenotip modiilasyonu, hiicre gogalmasi igin bir
gerekliliktir (20). Bu modiilasyonun aterosklerozdaki onemi, sentetik fenotipteki
hiicrelerin mediadan intimaya go¢ edebilmelerinde, biytime dénemindeki gibi artmis
miktarlarda hiicreler arast bag dokusu sentezleyebilmelerinde ve ¢ogalarak
aterosklerozda klinik bulgulara yol agan ana mekanizma olan intimal kalinlagmaya ve

obstriiksiyona neden olabilmelerinden kaynaklanmaktadir.

Denevsel olarak hiperkolesterolemik yapilan hayvanlarda gorilen aterosklerotik

lezyonlarin msanlardaki aterosklerotik lezyonlar ile nerede ise aymi oldugu gesitli
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aragtirmacilar tarafindan primat, tavsan, domuz gibi tiirler tizerinde gosterilmistir
(12,14). Kolesterol ile besleme, -ayn1 endotel zararlanmasi gibi- damar duvarinda bazi
metabolik degigikliklere neden olmakta; hiicreler arasi matriks miktar1 artmakta,
sentetik organellerinin sayist artmis diiz kas hiicreleri ve bu hiicrelerde bulunan baz
enzimlerin aktivitelerinde de degisiklikler gozlenmektedir (20). Tavsanlarda deneysel
kosullarda olusturulan hiperkolesterolemi ile aterosklerotik lezyon olusumu arasindaki
iligkiyi aragtiran bir caligmada, tavsanlart 60 giin siire ile % 2 kolesterol igeren diet ile
beslemenin histolojik ve biyokimyasal olarak insanlardaki lezyonlara benzeyen ve
tekrarlanabilir aterosklerotik lezyonlarin olusturulabilmesi igin yeterli oldugu
gosterilmigtir (83). Bu g¢aligmada biz de, ateroskleroz modelini olusturabilmek igin
tavsanlari 8 hafta siire ile ginde % 2 (w/w) kolesterolden zenginlegtirilmig 100 g
tavsan yemi ile besledik. Deney siiresinin sonunda kolesterol verilen gruplardaki
tavsanlarin kan kolesterol diizeylerinin, kontrol grubundaki tavsanlarin kan kolesterol
diizeylerinden istatistiksel olarak farkl (sirast ile p<0.01 ve p<0.001) bulunmasi, bizim
diete ekledigimiz kolesterol dozunun ve bu dieti uyguladigimiz siirenin tavsanlar

hiperkolesterolemik yapmak i¢in yeterli oldugunu gostermektedir.

Mikroskopi sonuglarinda agtkga gorilduga gibi, kolesterol verilen tavsanlarda endotel
tabakasinin bozuldugu, yer yer aralarinin agilarak altta yatan intima tabakasinin ortaya
ciktigl, bazi bolgelerde yaygin trombus alanlarinin bulundugu ve daha biyik
. buyiitmelerde bu bolgelerin bir fibrin ag: ile kaplt oldugu, intimamn belirgin olarak
kalinlagtigi, kopiik hiicrelerin olustufu, ve media tabakasinda diiz kas hicreleri
arasinda da yer yer lipid damlaciklarinin bulundugu goézlendi. Bu gruptaki érneklerin
TEM incelemesinde diiz kas hiicrelerinin kontraktil filamanlanmi kaybettigi, sentetik
organellerden zenginlestigi de gorilmektedir. Bu bulgular bize bu gruptaki tavsanlarda
tip III ve tip IV aterosklerotik lezyonlarin olustugunu ve diiz kas hiicrelerinin sentetik

fenotipe modiilasyonlarinin gergeklestigini gostermektedir.

Kolesterol + E vitamini grubundaki tavganlar ise aym sekilde 8 hafta siire ile giinde %
2 (w/w) kolesterolden zenginlestirilmis 100 g tavsan yemi ile beslenmis ve ek olarak
50 mg/kg kas i¢i E vitamini injeksiyonu yapimustir. Bu gruptaki 6rneklerin endotel

tabakasinin daha duzgln oldugu, acik alanlarin bulunmadigi, trombosit tutunmasimin
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ve fibrin agmm ¢ok daha az oldugu, intimal kalinlagmanin olmadigt veya minimal
oldugu, intimada veya mediada kopiik hucrelerin gorilmedigi, media tabakasindaki
elastik liflerin ondiilasyonlarin ise normal oldugu gozlendi. Bu bulgular E vitamini
desteginin hiperkolesterolemik denekleri aterosklerotik lezyon gelisiminden histolojik
ve morfolojik  kriterler agisindan garpict bir sekilde korudugunu ve diz kas

hiicrelerinin kontraktil fenotiplerini 6nemli 6lgiide degistirmedigini gostermektedir.

Dietin ¢esith besin maddeleri agisindan igeriinin ateroskleroz riskini belirleyen
faktorlerden birisi oldugu bilinmektedir. Bunlardan dietin ¢ok ve tek doymamigl yag
asiti igerigl, Selenium, A vitamini, C vitamini, karoten ve E vitamini igerigi Gzerinde
en ¢ok durulmus olanlardir. E ve C vitaminlerinin kronik marjinal eksiklerinin deney
hayvanlar1 ve insanlarda arteriyoskleroz benzeri lezyonlar olusturdugu bildirilmigtir
(10). E vitamininin kolesterol ile beslenen primatlarda aorta ateromatozunu ve karotid
arter stenozunu azaltti® bilinmektedir (67). Gey ve Moser, dietle verilen E vitamininin
WHHL tavsanlarinda aortadaki plak alanim kiigulttiigiint bildirmistir (10). Farkli risk
faktorlerinin  degisik toplumlardaki agirligini ve bu toplumlardaki antioksidan
vitaminlerin ve ¢ok doymamugh yag asitlerinin miktarini belirlemeyi amaglayan WHO /
MONICA projesinde, farkh kiltirler arasinda koroner kalp hastaligi mortalitesinin en
giiclii ters orantili belirteginin E vitamini diizeyi oldugu gosterilmistir (84). 1991°de
yayinlanan ve Diinya Saglik Orgiti tarafindan desteklenen epidemiyolojik bir
~ caliymada, disik kan E vitamini dizeyinin bazi toplumlarda iskemik kalp
hastalifindan olim i¢in en Onemli risk -yiksek kolesterol, hipertansiyon veya

sigaradan daha 6nemli- oldugu gosterilmistir (66).

E vitamininin aterosklerozdaki bu koruyucu etkisi genellikle antioksidan etkilerine
baglanmistir. E vitamini hiicre zarlarindaki yag molekillerinin arasinda ve dolagimdaki
dusiik dansiteli lipoproteinlerin dig fosfolipid tabakast tizerinde bulunur. Her
lipoprotein molekuilt tzerinde 6 -10 E vitamini bulundugu distntilmektedir. E
vitamini bulundugu yerlerde metabolizma sirasinda olusan radikalleri ve oksidasyon
Urtinlerini  tutar (65). Okside LDL’in endotel zararlanmasina neden olmasi ve
aterosklerozda gozlenen 1lk degisiklik olan okside LDL’in makrofajlarca alinarak

koptik hiicre olusumuna katkida bulunmasi nedeni ile, E vitamini de dahil olmak (izere
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cesitli antioksidanlarin plazma lipoproteinlerini ve/veya damar diiz kas hucrelerini
serbest radikal hasarindan koruyarak aterosklerotik siireci Onleme  veya
yavaslatmadaki roller1 bilinmektedir. Bu yiizden LDL oksidasyonu sirasinda E vitamini
ilk titkenen antioksidandir (85) ve 6zellikle cok doymamis yag asitlerinden zengin olan
yerlerin ve oksijen ile direk temas eden dokularin oksidan hasardan korunmasinda
onemlidir. Cok doymamug yag asitleri dizeyr yuksek olupta onlart lipid
peroksidasyonundan koruyacak diizeyde yeterli antioksidan maddeleri olmayan
kisilerin ateroskleroz riskinin daha yiiksek oldugu disiinilmektedir. E vitamininin bu
koruyucu roli ¢ok ¢esitli asamalarda ve hedefler iizerinde olabilir. Dolasimdaki
lipoproteinler, endotel hiicreleri, intimadaki proteoglikan yapi, organizmanin
inflammatuvar yaniti, monosit - makrofajlar, diz kas hiicreleri, fibroblastlar,
miyokardiyal islev bozukluklari, trombositler ve pihtilagma faktorleri bunlardan en ¢ok
bilinenlerdir (10). Bizim mikroskopi sonuglarimiz literatiirdeki bir ¢ok epidemiyolojik

ve deneysel galisma ile uyum gostermektedir (7,8,10,67,86,87).

Hiicre proliferasyonunu uyaran sinyallerin hiicre zarindaki reseptorlerine baglanmast
hiicre 1¢i ikinel ulaklarin olugmasina yol agar. Bu ulaklar ise gesitli protein kinaz ve
fosfatazlari aktive ederler. Bu enzimlerin gesitli hiicre i¢i proteinleri fosforile veya
defosforile etmesi ile bu proteinlerin biyolojik aktivitelerinin post-translasyonel ve
gegict olarak module edilebilmesi miimkiin olur. Cesitli hiicre dist sinyallerin, diiz kas
' hiicre zarmmda yer alan Ozgiin reseptorlerine baglanarak PI-PLC’yi aktive etmesi
sonucunda PIP; hidrolizi ve hiicre igi ikinci ulaklar olan IP; ve DAG olusur. Lipofilik
olan DAG zar iizerinde kalarak PKC’nin aktivasyonunda rol alir, uygun uyariima
sonucunda PKC sitozolden hiicre zarina transloke olur, boylece kofaktorler ulasilabilir
bir hale gelir ve enzimin aktivasyonu saglanir (41). PKC’nin aktivasyonu ise hicre i¢i
haberlesmede. mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAP kinase) aktivitesinin
uyarilmasi, transkripsiyonel ve translasyonel mekanizmadaki AP-1 ve NF-xB gib:
cesith transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu gibt bir dizi olaylar zincirini baslatir
(62,63). Bir transkripsiyon faktoriinin fosforilasyonu onun DNA’ya baglanma
aktivitesini, transkripsiyonel aktivitesint veya hticre i¢i lokalizasyonunu degistirebilir

(88). Bu olavlar ilk sinyalin amplifikasyonuna ve hem transknpsiyonel hem de



translasyonel diizeyde gen ekspresyonunu degismesine neden olur. Tum bu veriler
protein kinaz C’nin diz kas hicresinin pek ¢ok dis uyarana yaniti ve kendi metabolik
ve gelisimsel ihtiyaglarinin geregi dizenlemeleri yaparken hicre igi sinyal iletisinde bir
kavsak  enzim oldugunu gostermektedir. PKC’nin pek ¢ok hucre tipinin

proliferasyonu ve farklilagmasinda roli oldugu gesitli caligmalarda gosterilmigtir (49).

o-Tokoferol’in antioksidan o6zelliklerinden bagimsiz olarak, diiz kas hiicrelerinin
biiyimesini baskilayan direk bir etkisi oldugu, bu swrada PKC’nin aktivasyonunun
baskilandigt da hiicre kiltirlerinde gosterilmigtir (23,70,71). a-Tokoferol kiiltiir
ortaminda diiz kas hiicrelerinin gogalmasini belirgin olarak baskilarken, a-tokoferol ile
ayni antioksidan etkinlik potansiyeline sahip olan B-tokoferol hiicre g¢ogalmasini
baskilamamaktadir. Cogalmay1 baskilamadaki bu fark iki molekiiliin hiicre igine farkli
miktarlarda alinmasindan da kaynaklanmamakta, tstelik membran peroksidasyonunu
a-tokoferolden gok daha fazla oranda baskilayan a-tokotrienol, diiz kas hiicreleri
tizerinde a-tokoferol ile aym oranda antiproliferatif etki gostermektedir (61). d-o-
Tokoferol’iin gosterdigi antiproliferatif etki hiicre tipine Ozgiidiir ve g¢ogalmayi
uyarmak i¢in kullanilan mitojene gore de farklilik gosterir, ancak bu etki, pek ¢ok diiz

kas hiicre tip1 i¢in gegerlidir (72).

Ozer ve beraberindekiler (23), insan ve sigan kaynakli duz kas hiicre kultarlerinde

LDL’nin buyime faktdori gibi etki gosterdigini, hiicre proliferasyonunu PKC
| aktivitesini artirarak uyardiklarimi bildirmiglerdir. Aymi ¢aligmada d-a-tokoferoliin bu
hiicrelerin LDL ile aktive olan proliferasyonunun PKC aktivitesinin inhibisyonu ile
engellendigi de gosterilmistir. Bu  bilgilerin 5181 altinda  ¢alismamizda
hiperkolesteroleminin diiz kas hiicre proliferasyonuna etkisinin molektler temelini in
vivo sartlarda incelemek amaci ile PKC enziminin aktivitesini hiicrenin sitozolik ve
membran fraksiyonlarinda olgtuk. Kolesterol verilmesinin bu hicrelerde PKC
aktivitesini her iki fraksiyonda da artirdigini gozledik. Ancak, protein kinaz C’nin
aktivasyonu sirasinda sitozolden membrana transloke oldugu bilinmektedir (41,89).
Biz de, olgtilen PKC aktivitelerinin, PKC’nin sitozolden membrana translokasyonunu

ransitip vansirmadiduy belirleyebilmek 1cin her tavsanin diiz kas hiicre membranindaki
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PKC aktivitesini total PKC aktivitesine oranlandik. Gruplarin bu oranlan
kargilagtirildign zaman her Gg¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigim gordiik.

Bu sonuglar bize bu deneysel ateroskleroz modelinde kolesterol veya kolesterol + E
vitamini alan tavsanlarin damar diiz kas hiicrelerinin gerek total, gerekse sitozolik ve -
membran fraksiyonundaki PKC aktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla yiiksek
¢ikmasinin - kompartmanlar  arasinda  translokasyon nedeni ile olmadigini

gostermektedir.

Kolesterol ile beslenen gruplardaki gerek sitozolik ve membran fraksiyonlarindaki
PKC aktivitesinin gerekse total PKC aktivitesinin kontrol gurubundan yiiksek gikmasi
uizerine, bunun hiicre igerisindeki PKC’nin aktive olmasindan mi yoksa bu proteinin
sentezinin artmasindan mu kaynaklandigini anlayabilmek i¢in sitozolik ve membran
fraksiyonlarina ait homojenatlardaki PKC ekspresyonu “immunoblotting” ile

degerlendirildi.

Kolesterol ve kolesterol + E vitamini verilen gruplardaki PKC ekspresyonun kontrol
grubundan istatistiksel olarak yitksek oldugu gortldi (p<0.05). E vitamini verilen
hiperkolesterolemik tavsanlarin aorta diiz kas hicrelerindeki gerek sitozolik ve
membran fraksiyonlarindaki PKC aktivitesinin, gerekse hicrenin total PKC
aktivitesinin, E vitamini almayan hiperkolesterolemik tavsanlarin PKC aktivitesinden
hep dusik olma egilimi gosterdigi gozlendi. E vitamini alan grubun PKC

aktivitelerinde gorilen bu baskilanma egilimi, PKC ekspresyonunda da goruildii.

Bu sonuglar bize, aterosklerozda diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu saglayan
uyaranin hiicre igindeki sinyal iletisinde PKC’nin rol aldigini, ancak bunun yalnizca
enzimin aktivasyonu ile degil, ayni zamanda hucre igindeki PKC ekspresyonunun

artmasi ile de oldugunu ilk kez ex vivo olarak gostermektedir.

Kolesterol ile aktive edilen hiicre igi PKC ekspresyonundaki artisin PKC’ye mi 6zgii
oldugu, yoksa protein sentezindeki genel bir artigin bir par¢asi mi oldugunu anlamak

i¢in gruplarin sitozolik fraksiyonlarinda duz kas hiicresine 6zgii bir protemn ola~



aktin igeriklert karsilastirildi ve her ¢ grubun a-aktin igerigi arasinda anlamli bir fark
olmadigr goruldii. Bu da, kolesterol ile beslenen gruplarda gozlenen PKC
ekspresyonundaki artigin genel bir protein sentezi artigindan kaynaklanmadigini, diiz

kas hiicrelerinde spesifik olarak PKC ekspresyonunun arttigini géstermektedir.

Biitiin veriler1 g6z ontne ahinca, kolesterolden zengin dietle beslenme diiz kas
hiicrelerinin PKC aktivitelerini ve ekspresyonlarimi artirmakta, hicrelerin fenotipik
gortintiilerini degistirmekte, prolifere olmalarina ve bunun sonucunda aterosklerotik
lezyonlarin -tiim evreleri ile- olugmasina neden olmaktadir. Denekleri E vitamini ile
desteklemek ise, PKC ekspresyonundaki bu artigt kismen azaltmaktadir. Baskilanma
oram istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da, tim parametrelerde aym egilim
gorilmektedir. Ancak, E vitaminin koruyucu etkisi histolojik parametrelerde ¢ok daha
carpict bir sekilde ortaya ¢itkmaktadir. E vitamini destegi alan grupta intimal
kalinlagma hemen hemen hi¢ gortilmemekte, media tabakasindaki elastik liflerin yapist

korunmakta ve kopuk htcreler gozlenmemektedir.

Sonu¢ olarak, bu ¢alisma aterosklerozda risk faktorlerinden birisi olan
hiperkolesteroleminin damar diiz kas proliferasyonunu artirdiini ve bu sirada goriilen
biyokimyasal degisikliklerden birisinin PKC ekspresyonu ve aktivitesindeki artis
oldugunu ilk kez ex-vivo olarak kanitlamaktadir. E vitamininin diiz kas hiicrelerinde
proliferasyon sinyallerinin hiicre ici iletisinde kismen etkili oldugunu gostermekle

" birlikte bu konu ile ilgili ¢aligmalarimiz devam etmektedir.



6.0ZET

Ateroskleroz, farkli risk faktorler: tarafindan tetiklenebilen ve diiz kas hicrelerinin
mediadan intimaya gog ederek gogalmalar sonucunda intima tabakasimin kalinlagmasi
ile seyreden bir hastaliktir. Aterosklerozu tetikleyen en 6nemli risk faktorlerinden birisi

hiperkolesterolemidir.

Protein kinaz C diiz kas hicrelerinin gogalmast ve farklilagmasina ait sinyallerin
iletilmesinde kavsak roli oynayan bir enzimdir. PKC’nin aktivasyonu ise MAP kinaz,
AP-1, NF-xB gibi ¢esitli enzimleri ve transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna ve

aktivasyonuna neden olur.

E wvitamininin bir antioksidan olarak kalp damar hastaliklarindan koruyucu rolii
bilinmektedir. Son yillarda, d-o-tokoferol’tin diz kas hiicre ¢ogalmasini ve protein
kinaz C aktivasyonunu ¢nledigi ve bu etkinin antioksidan ¢zelliklerinden bagimsiz

oldugu hucre kiltirlerinde gosterilmigtir.

Biz de, diiz kas hiicre proliferasyonu ile PKC arasinda in vitro olarak gosterilen bu
iligkinin deneysel bir ateroskleroz modelinde gozlenip gézlenmeyecegini in vivo olarak
aragtirmayt ve E vitamininin in vitro olarak gosterilen antiproliferatif etkisinin bu
modelde gozlenip gozlenmiyecegini ve bu etkinin PKC uzerinden olup olmadigin
aragtirmak 1¢in 1. gruptaki tavsanlart normal pelet yem ile, 2. gruptaki tavsanlan
kolesterolden zengin yem ile, 3. gruptaki tavsanlar kolesterolden zengin yem ile
besledik ve i.m. E vitamini injeksiyonlart yaptik. Deney stresinin sonunda tavsanlart

feda ederek aortalanm ¢ikardik, serum ve mikroskopik inceleme igin 6rnekler aldik.

Mikroskopik incelemelerde 1. grupta normal arter duvari bulundugunu, 2. grupta ¢ok
belirgin bir intimal proliferasyon oldugunu, endotel yiizeyimin bozuldugunu ve
hiicrelerin kontraktil filamanlarini kaybederek sentetik organellerden zenginlestigini, 3.
grupta ise, intimal proliferasyonun hemen hi¢ olmadigini, endotel yiizeyinin daha
diizgin oldugunu ve hicrelerin daha fazla miyofilaman , daha az sentetik organel

igerdigini gordiik.

Kolesterol 1le beslenen gruplardaki tavsanlarn total, siczotih o wombran PRO



aktivitelerinin arttigini gorduk. Membrandaki PKC aktiviteleri totalin %’si olarak
belirtilip kargtlagtinldigi zaman G¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamlr bir fark
olmadigini, daha once olgilen aktivite farklarinin PKC’nin translokasyonunu
yansitmadigi gordik. Kolesterol ile beslenen gruplarda PKC ekspresyonun arttif: ve
bu artisin PKC’vye spesifik oldugunu gordiik. E vitamini verilmesi ile PKC aktivite ve

ekspresyonunun kismen baskilanma egilimi gosterdigini gozledik.

Bu sonuglar bize aterosklerozda risk faktorlerinden birisi olan hiperkolesteroleminin
damar diiz kas proliferasyonunu artirdigini ve proliferasyonda goriilen biyokimyasal
degisikliklerden birisinin PKC ekspresyonu ve aktivitesindeki artig oldugunu itk kez
ex-vivo olarak kanitlamaktadir. E vitamininin duz kas hiicre proliferasyonunda htcre
i¢1 sinyal iletisinde kismen etkili oldugunu gostermekle birlikte bu konu ile ilgili

caligmalarimiz devam etmektedir.
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7.SUMMARY

Atherosclerosis can be triggered by a multiplicity of risk factors, but its common
feature is intimal thickening caused by the proliferation of. smooth muscle cells which
have migrated from the media. Hypercholesterolemia is one of the most important risk

factors of the disease.

Protein kinase C 1s a pivotal enzyme which relays signals of proliferation and
differentiation in smooth muscle cells. Activation of PKC causes phosphorylation and
activation of various enzymes and transcription factors such as MAP kinase, AP-1 and

NF-xB.

The protective role of vitamin E as an antioxidant in cardiovascular disease has long
been recognized. Recently, d-o-tocopherol was shown to inhibit the PKC activity and
proliferation of cultured smooth muscle cells independently of its antioxidant

properties.

Our aim was to see if we could observe a parallel relation between PKC activity,
smooth muscle cell proliferation and vitamin E in an in vivo model of atherosclerosis.
For this purpose, three groups of rabbits were fed with regular chow, regular chow
supplemented with cholesterol, and regular chow supplemented with cholesterol +
1.m. injections of vitamin E. After 60 days, the rabbits were sacrificed, their aortas

were removed, and blood samples were taken.

In microscopical examinations, we found that the control group had a normal artery
wall, the cholesterol group had a very prominent intimal thickening, an irregular
endothelial surface, and the cells had lost their contractile filaments and had increased
numbers of synthetic organelles. The cholesterol + vitamin E group had minimal
intimal thickening, an even endothelial surface and had less synthetic organelles and

more contractile filaments.

We observed that the cytosolic, membrane and total PKC activities were increased in
the cholesterol fed groups. When the membrane activities were expressed as percents

of total activity, no statistical difference was observed among groups, indicating that

N
=



the observed differences of PKC activity between groups was not due to the
translocation of the enzyme in the cell. We also observed that the expression of the
enzyme was also increased in the cholesterol fed groups. Since there was no
difference in their cytosolic a-actin content, we concluded that PKC expression was
specifically increased. We observed that vitamin E supplementation had only partially

inhibited PKC activity and expression.

We conclude that hypercholesterolemia had induced arterial smooth muscle cell
proliferation and had increased PKC activity and expression in our ex vivo model of
atherosclerosis. Vitamin E was shown to partially effect the signal transduction
cascade of smooth muscle cell proliferation, and further studies are carried on the

subject.
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