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GIRIS ve AMAC

Vaskiiler hastaliklar insan Oliimlerinin biiyiilk boliimiinii olusturan yaygin saglik
problemi olarak bildirilmistir (1). Bu hastaliklarin biiyiik kismi endotel hiicre islev kaybindan
kaynaklanmaktadir (2). Kandaki yiiksek seker ve insiilin, sigara dumani1 kondensati, bozuk
yapil lipit partikiilleri, yiiksek tansiyon ve istenmeyen trombosit agregasyonu en sik rastlanan
endotel islev kaybi nedenleridir (3-5). Bu olumsuz stres faktorlerine ragmen damarlardaki
lezyonlarin hastalarda ¢ok yavas gelismesi dikkat cekicidir. Lezyon gelisimini yavaslatan
mekanizmalarin endotel hiicrelerde evrimlesmis koruyucu yanit sistemiyle saglandigi
gosterilmistir (6, 7). Ancak, hangi stres kosulunda hangi koruyucu alt sistemin devreye girdigi
henliz tam agiklik kazanmamistir. Bu tezde '"farkli diyabet stresleri altindaki in
vitro glomeriiler endotel hiicre" modelinde koruyucu hiicresel ve molekiiler yanitlardan
bazilar1 agikliga kavusturulmak istenmistir. Hipotezimiz, endotel hiicrelerin tip-1 DM, tip-II
DM ve IGT stresleri karsisinda mononiikleer hiicrelere yapisma ve koruyucu genleri ifade
etme acisindan farkli yanitlar verdigini iddia etmektedir. Caligmanin sonucunda endotel
hiicrenin her bir diyabet stresi karsisinda monosit ve T lenfositlerini hangi profilde
yapistirdigt; Al'ler, A20 ve HO-1 mRNA’larin1 hangi profilde ifade ettigi ortaya konacaktir.

Elde edilen bilgiler diyabet tipine 6zgii endotel koruyucu drug tasarimina olanak saglayabilir.



GENEL BILGILER

ENDOTEL HUCRE FiZYOLOJiSI

Endotel hiicreler mezenkimden gelisen morfolojik acidan yassi epitel hiicre karakteri
tastyan, bazi 6zellikleri bakimindan da bag dokusuna benzeyen hiicrelerdir ve vaskiiler, lenf
damarlarinin liminal yiizeyini kaplamaktadirlar. Endotel hiicre 10-15 um genisliginde ve 20-
25 pm uzunlugunda cok koseli morfolojidedir. Endotel hiicreler yetiskin bir insanda yaklasik
1 kg agirhgindadir ve 1-7 m? alan kaplamaktadir (8). Hiicre liimene dogru yassilasmis kabarik
bir ¢ekirdege sahiptir. Hiicre igerigi, gelismis endoplazmik retikulum, mitokondri, ribozom,
makromolekiil-elektrolit i¢eren transport vezikiilleri, von Willebrand faktorii (faktor VII)
iceren Weibel-Palade cisimciklerinden olugmaktadir (9, 10). Hiicre yiizeyi 55A° kalinliginda
olup glikoproteinler, glikozaminoglikanlar, proteoglikandan olusan negatif yiiklii glikokaliks
tabakasi ile kaplanmistir (11). Glikokaliks yapisinda koagiilasyonun baskilanmasinda etkin,
heparan siilfat (antitrombin III’e kofaktdr) ve dermatan siilfat (heparine kofaktore)
bulunmaktadir (12, 13). Bunun yani sira glikokaliks hiicresel ve makromolekiiler trafigin

diizenlemesinde bariyer gorevi gormektedir (14).

Vaskiiler Yapi

Dolasim sistemindeki kan ve lenf damarlarinin endotel isimli bir epitel hiicre ile
tabaka olusturdugu bilinmektedir. Kan damarlarinin arter, arteriol, kapiller, veniil ve ven
damarlar gibi farkli histolojik yapidaki borulardan olustugu diisiiniiliirse farkli bazal yapilarla
iletisim i¢inde oldugu ve buna gore farkli davranacagi beklenmektedir. Histolojik yapisi her

ne olursa olsun endotel hiicrenin dort ana islevi kan hiicrelerinin endotele yapigmadan
2



akmasint saglamak, bazal ve limen tarafindaki molekiillerin gereginde diger tarafa
aktarilmasini saglayacak gecirgenligi saglamak, vaskiiler tonusu diizenlemek ve yangi
stirecini yliriitmektir.

Biiylik ¢apli damar duvar yapisi genel 6zellikler bakimindan tiim damarlarda ortak
olup ii¢ tabakadan olusmaktadir (Sekil 1). Liimen tarafindaki i¢ tabaka (turnica intima)
endotel hiicrelerden ve hemen altinda bulunan bag dokudan meydana gelmektedir. Turnica
intima orta tabakadan internal elastik lamina ile ayrilmaktadir (15). Kollajen, elastin ve
glikozaminoglikan gibi ekstraselliillermatriks komponentlerininden ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden olusan orta tabaka (turnica media), duvarin en genis tabakasidir. Turnica media
damarm ¢apm ve gerilimini diizenlemektedir. Uciincii tabaka (turnica adventitia) ise
fibroblastlar ve bag dokudan meydana gelmekte ve damar duvarina mekanik stabilite
kazandirmaktadir (16).
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Sekil 1. Damarlarin histolojik yapisi

Seklinde arter duvar yapisinin kesitsel goriintiisii gosterilmektedir. Endotelyum ve internal elastik
laminadan olusturan turnica intima tabaka damarin i¢ tarafinda yer almaktadir. Orta tabakada diiz kas
hiicreleri ve bag doku elementleriyle turnica media, damarm bazalinda ise turnica adventitia tabakalar
bulunmaktadir (15).

Kani kalpten kapiller yataga kadar tasiyan arteriyal damarlar, miiskuler arterler, elastik
arterler ve arteriollerden olusmaktadir (16). Elastik arterler biiylik arterleri kapsamaktadir.
Kani direk kalpten alan arterlerdir. Damar yapisinda en genis tabaka elastik liflerin
yogunlukta oldugu turnica mediadir. Endotel hiicreler tek katli yassi epiteldir. Hiicreler

internal elastik membranla birlikte sik1 baglantilarla ve gap-junction ile baglanmistir (16).
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Kasilma ve gevsemelere yardimci olan lifler i¢eren kalin subendotelyal tabakaya sahiptir (16).
Aort, koroner karotid, iliak ve sublavian arterler elastik arterlerdendir.

Miiskiiler arterler en sik goriilen arter tipidir. Kanin dolasimda organlara dagitimini
saglamaktadir. Turnica intima tabakasi elastik arterlere gore daha incedir (16). Subendotelyal
tabakada internal elastik lamina baskindir. Bu durum pencereli elastik membran 6zelligi
kazandirmaktadir. Endotel hiicreler internal elastik membranla i¢ i¢e girmistir ve turnica
mediada gap-junctionlarla diiz kaslarla baglanmistir. Brakial ve femoral arterler miiskiiler
arterlere ornektir.

Arterioller kan akisini diizenlenmesinde yer alan terminal arteriyal damarlardir.
Arteriollerin liimen ¢ap1 duvar genisligi kadardir (16). Biiyiik arterioller ince ve pencereli
internal elastik laminaya sahiplerdir (16). Ancak, kiiclik ve terminal arteriollerde bu yapi
goriilmemektedir. Turnica media tabakasi diiz kas yapisina sahiptir (16). Bu yapisal 6zelligi
liimenin genisleyip daralabilmesine olanak tanimaktadir. Boylelikle kan akim miktarini
diizenlemektedir.

Venler kan1 dokulardan uzaklastiran damarlardir. Arterlere gore daha biiyiik liimen ¢apl
ve ince duvarli yapidadir (16). Venlerde kanin geriye akisini Onleyen kapakgiklar

bulunmaktadir. Venler biiyiik venler, orta venler ve veniiller olmak iizere tlige ayrilmaktadir

(16).
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Sekil 2. Ven yapisi

Venlerin damar yapist damarlarin genel histojik yapisina benzer sekilde ii¢ tabakadan olugmaktadir. Venler valf

adi verilen ve kanin geriye kagmasini engelleyen kapakgiklara sahiptir (17).

Biiyiik venlerin intima tabakalar1 incedir ve media tabakalarinda birka¢ kat diiz kas

hiicreleri bulunmaktadir. Tunica adventitia en gelismis ve en kalin tabakadir.



Orta venlerin intima tabakalari endotel, bazal lamina, ince bir bag dokusu ve
kapakgiklardan olusmaktadir. Media tabakasinda kollajen fibriller, fibroblastlar ve diiz kas
hiicrelerden olusmaktadir. Kalinlasmis adventisya tabakasi uzunlamasma diizenlenmis
kollajen demetleri, elastik lifler ve az sayida diiz kas hiicresi igermektedir. I¢ kisimlarda
kapakgiklar bulunmaktadir.

Vendiller, endotel hiicrelerinin en gevsek baglantilar yaptigi ince damarlardir. Kapillere
benzer olarak medialarinda kasilma 6zelliginde olan perisitler bulunmaktadir. Veniil ¢ap1
kapillere gore daha genistir. Veniil ¢ap1 genisledik¢e perisitlerin yerini diiz kas hiicreleri
almaktadir. Cap1 biiyliyen veniiller birbirlerine yaklasarak kesintisiz bir tabaka
olusturabilmektedirler. Kani1 kapillerden postkapiller veniiller almaktadir.  Gegirgenlik
arterden veniillere dogru gittik¢e artmaktadir.

Kapillerle tek hiicrenin gegisine izin veren yapilardir (16). Bulunduklar1 yatakta
kapillerlerin hepsi ayni anda agik degildir. Kapillerlerarasi fenestrasyon adi veren pencereler
veya siki baglantilar bulunmaktadir. Duvar yapilarindaki endotel hiicreler bir bazal lamina ile
cevrilidir ve birbirlerine zonula occludensler ve tight-junctionlarla tutunmaktadir. Fizyolojik
ihtiyaca bagli olarak kapiller yatagin a¢ilmasini ve kan akisinin artmasini saglar. Kapiller
sistem arteriyel sistem ve vendz sistem arasina yerlesmistir. Kanin kapillerlere gecisi
prekapiller sfinkterler ile olmaktadir Kapillerler, duvarlarinda bulunan endotel hiicrelerinin

yapist ve bazal laminanin bulunup bulunmamasina gore siniflandirilirlar.

Arteriol

_ Prekapiller
sfinkterler

 Metarteriol

Veniil

Sekil 3. Kapiller sistem

Sekilde arteriyel sistem ve vendz sistem arasinda yer alan kapiller sistem gosterilmektedir (18).



Devamli kapillerde endotel hiicreler siki bagli, bazal lamina kesintisizdir. Bu damarlar
sinir dokulari, ekzokrin bezler, bag ve kas dokularinda bulunmaktadir. Endotel hiicreleri
arasindaki siki baglar molekiiliin subendotelyuma gegisini engellemektir.

Pencereli (visseral) kapiller diyaframli ve diyaframsiz olarak ikiye ayrilmaktadir.
Pencereli-diyaframli kapillerlerde bazal lamina kesintisizdir. Endotel hiicre sitoplazmasinda
fenestrata bulunmaktadir. Pencereli-diyaframsiz kapillerlerde ise pencere yapisinda diyafram
bulunmamaktadir.

Siniizoidal kapillerde endotel hiicre sitoplazmasinda pencereler bulunmaktadir. Bazal
lamina ise kesintili veya yoktur. Siniizoidal kapiller yatagi dolagimi yavaslatacak bi¢gimdedir.
Karaciger, dalak, kemik iligi, lenfoid organlar ve bobrek {istii bezinde yogun bulunmaktadir.

Damar havuzlari olan kalp, hipofiz kapiller ag, dalak ve karacigerdeki sinozial sintisler
ve glomeriillerdeki kapiller aga 6zgiin yapidadir.

Kan dolasimi sirasinda kapillerden geri alinamayan ve interstiyel alana ge¢mis olan
proteinlerin tekrar dolasima lenfatik damar sistemi tarafindan kazandirilmaktadir. Lenfatik
sistemi lenf, lenf kapillerleri, lenf damarlar1 ve lenf diigiimlerinden olusmaktadir.

Lenf kapilerleri kan kapillerlerinden farkli olarak protein ve biiyiik molekiillerin
gecisine izin verecek sekilde diizensiz ve genis liimene sahiptirler. Bir ucu kapali diger ucu
actk tek katli endotel hiicrelerden olusan kapillerler birbirlerine yaklasarak ag
olusturmaktadir. Ag olusturarak birlesen kapillerler lenf damarlarini olusturmakta ve
sonrasinda lenf nodlarina ulagsmaktadirlar (19).

Lenf damarlar1 yapisal olarak venlere benzemektedir. Ancak lenf damarlar1 venlere gore
daha ince damar duvarina ve daha fazla kapakciklara sahiptir. Lenf damar icerigindeki
kapaklar lenf sivisinin dolasimda sadece periferden merkeze dogru hareket etmesini
saglamaktadir.

Endotel hiicrelerin genel olarak birbirlerine benzemelerine ragmen bulunduklar1 yataga
Ozgii yapisal ve islevsel farklilik gostermektedirler (20, 21). Bu farkliliklar hiicre-hiicre
baglantilar1 birimleri, hiicre yiizey belirtecleri ve dis faktorlerle (mekanik gii¢, ¢ozilinebilir
cogalma faktorleri, sitokinler, plazma lipitleri, plazma proteinleri, kan hiicreleri, mikroplar)
olusmaktadir (22). Ornegin bobrek glomeriilii ve dalak siniizoidal kapillerinde endotel
hiicreleri devamlilik gdstermez, hiicreler arasindaki bosluklar hiicresel trafige izin verecek
niteliktedir (23). Tam tersine beyin bariyerini olusturan endotel hiicreler siki baglantilar
yapmustir. Bazal membran kesintisizdir. Endotel hiicrelerin transendotelyal kanallar1 ya da

pencereleri yoktur, transselliiler gegis 0zellikleri sinirhidir, diger endotel hiicrelere goére daha



biiyiik hacimde mitokondrilere ve beyine 6zgili enzimlere sahiptirler. Bu 6zellikleri ile endotel
hiicreler kan ile beyin arasinda segici bariyer olusturmaktadir (24).

Endotelyumun vaskiiler biitiinliigi saglama ve bariyer olma 6zelligini subendotelyal
yiizeyde ekstraselliiller matriksle, lateral yiizeyde ise civar hiicrelerle siki veya aralikli
baglantilar saglanmaktadir.

Endotel hiicre geliskin iskeleti F-aktin (mikrofilamanlar), mikrotiibiiller ve
arafilamanlar ile olusturmustur. Hiicredeki sabit hiicre iskeleti ve aktin sistemi endotel
hiicrelerin hem ekstraselliiler matriks hem de civar hiicreler ile iletisimini saglanmaktadir.
Boylelikle geliskin iskelet sistemi ile endotelyumun dinamik yapisini kontrol etmektedir (14).
Endotel hiicre aktin sistemi membran iskeleti, kortikal aktin ag ve aktomiyozin temelli gerilim
liflerden olusmaktadir (25). Kortikal aktin ag endotel hiicreye temel seklinin verilmesi,
hiicresel gecirgenligin arttirilmasi, endotel hiicre-ekstraselliiler matriks ve hiicre-hiicre
baglantilarinin yapilmasinda rol oynamaktadir. Gerilim lifleri ise hiicre merkezinde yer
almakta ve hiicre-hiicre baglantilarin1 sabitlemektedir (26). Sabit hiicre iskeleti ile aktin
sisteminin birbiriyle olan iliskisinin diizenlenmesinde vaskiiler endotel-kadherin (VE-
kadherin) kompleksinin (B-katenin, a-katenin and p120 katenin, nektin) dnemli bir rolii vardir
(27). VE-kadherin hiicrelerin birbirlerine zayif baglanmalarini saglayan bir transmembran
proteindir (27). Bu protein bir yandan civar hiicrelerin ara filamanlarina baglanarak hiicre-
hiicre baglantisini diger yanda da hemidezmozomlar araciligi ile hiicre-ekstraselliiler matriks
baglantisin1 yapmaktadir (27, 28).

Ara filamanlar endotelyumun kan akim hizina ve basincina yapisal olarak karsi
koyabilmesini ve esneklik kazanamasini saglanmaktadir. Mikrotiibiiller ise sinyallesme ve
yapisal degisimi diizenlemektedir. Bu iki 6zellik endotel hiicrelere bariyer olma islevi yanina
hiicre gociinii yonlendirme ve vaskiilogenez islevi de kazandirmaktadir (29).

Endotelyum kan ve doku arasinda bariyer olmakla beraber hiicre membranindaki birgok
molekiile 6zgii (¢ogalma faktorleri, koagulant, anti-koagulant proteinleri, lipit partikiilleri,
hormonlar ve metabolitlere 6zgii) reseptor ile kan akimini diizenleyen, anabolik ve katabolik
islevleri bulunan dinamik bir organdir.

Endotel hiicreler gerektiginde sentezledikleri vazoaktif aracilarla plazma molekiillerinin
dokuya gecisini, vaskiiler tonun diizenlenmesini, fibrinoliziz hemostazini, koagiilasyon

hemostazini ve yangiyi kontrol etmektedir (30, 31).



Secici Gegirgenlik

Kan ve doku arasindaki molekiillerin endotel hiicrelerden ne sekilde tasinacagi hiicreler
arasindaki baglantilarin yapisina, tasman molekiiliin agirh@i, biyikligine, doku-kan
arasindaki molekiil konsantrasyon gradientine ve molekiillerin hidrofilik ya da hidrofobik
yapisina baglidir. Endotelyum subendotelyal alandaki molekiillerin gegislerini pasif difiizyon,
tastyict proteinlerle kolaylastirilmis difiizyon ve aktif tagima ile kontrol etmektedir. Endotel
hiicreden molekiillerin gegisi paraselliller ve transselliiler yolaklarla olmaktadir (Sekil 4).
Transselliiler yolakla biiyiik molekiiller transendotelyal kanallar, vezikiiller ya da reseptor
aracili aktif tagima ile dokulara tasimaktadir. Su molekiillerinin endotelyumda liiminal ve
abliiminal gecisi transselliiler yolla membraninin lipit ¢ift katmaninda bulunan akuaporinler
ile yapilmaktadir. Glikoz, aminoasit, iire gibi kii¢iik proteinler paraselliiler yolakta tasiyici
proteinler-aracili kolaylastirilmis-difiizyonla dokulara tasinmaktadir. Paraselliiler gegirgenlik
aktomiyozin giidimlii molekiiler hiicresel motorlar ile kontrol edilen hiicresel yapigsma giicii
ve yakalayici yapisma giicii arasindaki denge ile diizenlenmektedir (32). Bu dengenin
saglanmasinda endotel hiicreler arasindaki baglantilar olduk¢a 6nemlidir. Koroner ve
pulmoner vaskiiler yataklardaki gibi devamli kapillerlerde paraselliiller gecis on plana

¢ikmaktadir.

Liminal Yizey . R
& Transsellisler Yolak Parasellitler Yolak
I I
Biyik molekiller(albumin vb.) Su Kiiciik molekiiller(Glikoz iire, iyonlar vb.)
Transendotelyal kanal St Reseptor ° .
faz aractl . g

¢y
f  Albimin
7 gp60
1 akuaporinler
:  su
+ glikoz

: ¢ lre

o ————

Abliminal Yizey

Sekil 4. Endotel hiicre molekiil tasima yolaklari

Fizyolojik kosullar altinda yarigapt 3 nm’den biiyiik olan albiimin gibi molekiiller, siv1 faz yolagi olan kaveola
vezikiili gibi reseptor aracili vezikiiler tasima veya transendotelyal kanallardan gegerek transelliiler yolak ile
tasinmaktadir. Su molekiilleri membran tizerindeki akuaporinler ile taginmaktadir. Glikoz gibi yarigap1 3 nm’den

kiiciik olan molekiiller ise dokulara paraselliiler yolakla taginmaktadir.
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Ekstraselliiler matrikse bagli intregrin reseptorleri, molekiillerin tagimasi sirasinda
endotel hiicrelerin arasindaki baglantilarin gecise elverisli hale gelmesine yardimci
olmaktadir. Vaskiiler endotel ¢ogalma faktérii (VEGF), histamin, bradikinin, trombin gibi
aracilar reseptorlerine baglanarak ekstraselliiler matriks ve hiicrelerarasi  baglanti
kompleksinin aralanmasina imkan vermektedir. Endotelyumda reseptor aracili sinyal yolagi
aktivasyonu ve/veya baskilanmasi yangi mekanizmasinin da kontrol edilmesini saglamaktadir
(32).

Vaskiiler Tonun Diizenlenmesi

Vaskiiler ton merkezi ve lokal olarak iki seviyede diizenlenmektir. Arteriyel ve ven
sistemlerindeki sinir hiicreleri beyni diizenli bilgilendirerek norotransmitterler araciligr ile
damar kaslarmin gerilim ve gevsemesini saglayarak vaskiiler tonu sabit bir aralikta
tutmaktadirlar. Asetil kolin bu agidan Onemlidir. Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) sivi
hacminin korunmasi ve kan basincinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Kan basincinin
diistiigli durumlarda renin hormonu bobrekteki glomeriiler afferent arteriyollerin giris
bolgesinde bulunan jukstaglomeriiler hiicreler tarafindan salgilamaktadir. Renin, karacigerde
uretilerek dolagima katilan anjiyotensinojeni anjiyotensin I’e dontistiirmektedir. Aktive
anjitotensin | endotel hiicre membran proteini ACE’ye (Angiotensin-Converting Enzyme)
baglanarak anjiyotensin II’1 metabolize etmektedir. Giiclii bir vazokontriktdr olan anjiyotensin
I, arteriyoller ilizerince gii¢lii, venler {izerinde orta dereceli kasilmaya neden olarak kan
basincin yiikseltmektedir. Boylelikle kalbin atim giiciinii artmaktadir. Ayrica anjiyotensin II
adrenal korteksten aldesteron salinimini uyarmaktadir. Aldesteron artis1 bobreklerde sodyum
emilimi arttirarak sivi hacminin artmasina, kan basincinin ve dolayisiyla damar basincinin
yiikselmesine neden olmaktadir.

Periferdeki kapillerlerde vaskiiler tonun sabitligi lokal olarak endotel hiicreler tarafindan
saglamaktadir. Endotel hiicre bu islevini 0zgiin ve g¢ok gelismis iskeleti ile
gerceklestirmektedir. Kasilmay1 endotelin-1 ile gevsemesini ise NO ile gerceklestirmektedir.

Nitrik oksit (NO) hiicre i¢inde L-arjinin amino asidinin yapisindaki terminal kuanidino
nitrojen atomlarinin, nitrik oksit sentaz enzimi ile oksidasyonu sonucu sentezlenmektedir
(33). NOS enzimi, endotel hiicreler endotelyal NOS (eNOS), noéronlar NOS (nNOS) ve
indiiklenebilir NOS (INOS) olarak ii¢ farkli formda bulunmaktadir. eNOS enzimi vaskiiler
gerilimi ile artan hiicrei¢i kalsiyum konsantrasyonu, trombin, ADP, bradikinin reseptorii, P

madde ve muskarinik agonistler ile aktive olmaktadir (34).



Endotel hiicreler yiiksek kan akimi sonucu siiriikleme siddetine ve yiiksek basing
sonucu  mekanotransdiiksiiyon uyarisina maruz  kaldiklarinda  vaskiiler  gerilime
ugramaktadirlar. Bu durumlarda vaskiiler kinin-Kininojen sistemi devreye girmektedir.
Endotel hiicre sitoplazmasinda, vezikiiller i¢inde saklanan kininojen liiminal mikrogevreye
salgilanarak bradikininin ag¢iga c¢ikmasina neden olmaktadir. Aciga c¢ikan bradikinin
bradikinin reseptoriine (BR2) baglandiginda endotel hiicrelerde NO sentezini uyarmaktadir.
Hiicre i¢inde artan NO vaskiiler diiz kas hiicrelerine difiize olmaktadir. Diiz kas hiicrelerinde
hiicrei¢i NO konsantrasyonunun artis1 guanilat silaz (sGC) enzimini aktive ederek siklik GMP
olusumunu tetiklemekte ve hiicreici serbest sitozolik kalsiyumu baskilamaktadir. Hiicre i¢inde
kalsiyumun baskilanmas1 miyozinin defosforilasyonuna neden olarak diiz kas kasilmasi
engellenmektedir (35). NO ayrica serum albuminin siilfidril grubu ile etkileserek S-
nitrozoalbiimini  olusturmaktadir ve trombozis, yangi ve hiicre proliferasyonunu
baskilamaktadir (36). Nitrik asidin bir diger islevi intraseliiler siklik guanosin monofosfati
arttirarak intraseliiler kalsiyumu ve fosfatidil inositol 3-kinazi (PI3-kinase) baskilamak ve
trombosit agregasyonunu dnlemektedir. (8, 9).

Endotel hiicre membraninda arasidonik asitten tiretilen prostasiklin (PGI2), trombosit
kiimelesmesini engelleyen diger bir vazodilatdrdiir. Hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat
(cCAMP) konsantrasyonunu arttirarak trombosit kiimelesmesini inhibe etmektedir (37). Nitrik
oksit ve PGl2’nin yani sira yine endotelden salinan ADPaz, endotel yiizeyindeki ADP’yi
parcalayarak ortamdan uzaklastirmakta ve sonucta trombosit aktivasyonu inhibe edilmektedir.

Endothelin-1 (ET-1) damarda hipoksi ve gerilim artisi ile aktive olan, trombosit
kiimelesmesini baskilayan vazokonstriktor bir peptitdir. Endotelin-1 endotelyumun uyarilmasi
sonrasinda endotel hiicrelerde iiretilmekte ve eksositoz ile salgilanmaktadir. ET-1 vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde G-protein iliskili ET-A reseptoriine baglanarak inositoltrifosfat (IP3) ve
diagilgliserol (DAG) yolagim aktive etmektedir. Bu yolagin aktivasyonu hiicre zarindaki
voltaj-bagimli kalsiyum kanallarinin agilmasina ve hiicreye disaridan kalsiyum girmesine
neden olmaktadir. Artmis hiicreici kalsiyum konsantrasyonu vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
vazokonstriksiyonla sonuglanmaktadir. Lokotrienler diiz kas tonunu, gecirgenligi ve
kemotaksisi diizenlenmektedir (38, 39).

Platelet aktive edici faktor (PAF) arasidonik asit metabolizmasi ile iiretilen
vazokonstriiktor peptitlerin bir digeridir. PAF endotel hiicre ylizeyinde bulunmaktadir ve
fosfolipit aktivatoriidiir (40). Endotelyumda vazokonstriksiyon ve l6kosit adezyonunun

uyarilmasini saglamaktadir (41).
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Koagiilasyon Hemostazi

Normal hemostaz damar duvari, suendotelyal doku, trombositler, doku faktorleri ve
plazma proteinlerin arasindaki iliskinin denge hali olarak tanimlanabilmektedir. Vaskiiler
gerilim, hipoksi, oksidatif stres ve endotoksinlerin yol actigr doku ve/veya damar hasari
endotel hiicre hemostazini bozmaktadir. Damar duvarindaki hasarlanma pihti olusumu ve
doku tamiri gerektirmektedir. Trombositler hasarin oldugu bdlgede subendotelyal doku
kollojenlerine ve endotel hiicreden salinan von Willebrand faktoriine baglanarak aktive
olmaktadirlar. Ardindan kiimelesen trombositler primer hemostatik fibrin tika¢ci meydana
getirmektedirler (42). Damar hasarlanmalarinin daha biiyilk oldugu durumlarda ise
koagiilasyon kaskadi devreye girmektedir. Koagiilasyon kaskadi ekstrensek veya intrensek
yolaklarla aktive olmaktadir (Sekil 5). Her iki yolakta da hasara kars1 endotel hiicreden doku
faktorii (DF) sentezlenmektedir. Sirkiilasyonda artan doku faktorii, faktér VIla (ekstrensek
yolak) veya faktor IX (intrensek yolak) ile birlikte faktdr X’u aktive ederek koagiilasyonu
baslatmaktadir. Endotelyum koagiilasyonun meydana geldigi ana ylizeydir. DF artisiyla
endotel hiicre ve trombosit yiizeyinde trombin ve fibrine 6zgii baglanma bdlgelerinin ifadesi
artmaktadir (43, 44).

Plazma proteinlerinden trombin, trombositlerin kiimelesmesini ve fibrin liflerinin
olusumunu tetikleyen bir proteindir. Trombin, endotel hiicreye yiizeyindeki proteaz aktive
edici faktor (PAR-1) reseptorii ile baglanmaktadir (45). PAR-1 reseptorii ayrica kendi kendini
etkileyerek DF, NO, endotelin, PAF, Plazminojen aktivatér inhibitér-1 (PAI-1) gibi
proteinlerin yapimini indiiklemekte; boylece vaskiiler tonun ayarlanmasi, 16kosit adezyonu ve

koagiilasyonun diizenlenmesinde rol almaktadir (46).
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SeKil 5. Koagiilasyon kaskadi

Doku hasar1 koagiilasyonun ekstrensek ve intrensek yolaklarini aktive edebilmektedir. Hiicre yiizeyine
trombositlerin ve doku faktorlerinin baglanmasiyla ekstrensek yolakta faktor XII ve intrensek yolakta faktor VII
aktive olmaktadir. Kaskad ekstrensek yolakta IXa ve intrensek yolakta VIla faktorleri ile faktor Xa’yi ve

sonunda trombini aktive ederek devam etmektedir. Trombin ile fibrin lifleri meydana gelmektedir.

Endotel hiicre duvar yapisinda bulunan heparan siilfat ve dermantan siilfat
(glikozaminoglikanlar) hiicre yiizeyine antikoagiilatik 0Ozellik kazandirmakta bdylelikle
fizyolojik kosullarda trombositlerin damar duvarina yapismasini engellemektedir. Heparan
stilfat hiicre/matriks aktivitesi ile iliski antitrombin III, dermatan siilfat ise heparinkofaktor I1
gibi koagiilasyonu engelleyen proteinlerinin aktive kalmasini saglamaktadir (13, 47). Endotel
hiicreler koagiilasyonu engelleyen proteinler sentezlemektedirler. Trombomodulin bu
proteinlerin en dnemlisidir. Endotel hiicrelerden membrana bagli ya da sirkiilasyonda serbest
formda bulunan trombomodulin trombine yliksek afinite gostermektedir. Trombomodulin
fizyolojik kosullarda trombini baglamaktadir ve trombin aktivasyonunu baskilamaktadir.
Bununla  birlikte  trombin-trombomodulin ~ kompleksi  koagiilasyon  kaskadinin

baskilayicilarindan olan protein C’yi de aktive etmektedir (48). Protein C koagiilasyon
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kaskadindaki faktor V ve faktor VIII'i inaktif hale getirmektedir. Endotel hiicrelerden salinan
ve koagiilasyonu engelleyen proteinlerden biri de doku faktdr yolagi inhibitor (TFPI)
proteinidir. TFPI proteini faktor X’e baglanarak faktor X’i baskilamakta ve trombin

olusumunu engellemektedir (49).

Fibrinoliziz Mekanizmasi

Endotel hiicreler fizyolojik kosullarda tromboz olusumunun kontrol ederek kanin damar
icinde sirkiilasyonunu saglamaktadir. Kan proteinlerinden plazminojen, trombin olusumunu
baskilayan ve fibrinlerin yikimini saglayan plazmin proteinin onciiliidiir. Endotel hiicreler
tirettikleri proteaz doku plazminojen faktorii (t-PA) ile plazminojeni plazmine doniistiirmekte
ve fibrinolitik sistemi aktive etmektedirler (37) (Sekil 6).

Bobrek endotel hiicreleri tarafindan iiretilen diger bir plazminojen aktivatorii iirekinaz
plazminojen faktoriidiir (u-PA) (50). Kallikrein ile aktive olan u-PA doku tamiri ve
angiogenezde rol oynamaktadir (37, 51). Plazminojen faktorleri a2 antiplazmin ve

plazminojen aktivasyon inhibitorleri (PAI-1, PAI-2, PAI-3) ile kontrol edilmektedir (52).

Endotel hiicre Proiirekinaz = - Kallikrein - — Prekallikrein
Dok.u plazminojen Urokinaz plazminojen Faktor XIIa
aktivatorii (t-PA) aktivatorii (u-PA)
g Plazminojen Plazmin - Fibrin

|

Fibrin yikim firiinleri

Hiperfibrinoliziz

o-antiplazmin

o-makroglobulin

Sekil 6. Fibrinolitik sistem

Endotel hiicrelerde sentezlenen plazminojen faktorleri plazminojenin plazmine doniismesini saglamaktadirlar.
Faktor XIIa kallikrein-kinin sistem yolagini aktifleyerek bobrek endotel hiicrelerinden iirokinaz plazminojen
faktoriiniin  salgilanmasma yol agmaktadir. Bu yolakta kompleman C1 inhibitér proteini kallikreinin
baskilayicisidir. Koagiilasyon kaskadinda plazmin olusumu a-antiplazmin ve a-makroglobulin proteinleri ile

kontrol edilmektedir.
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Yangi

Dokuda yangimin baslatilmasi, siirdiiriilmesi ve sonlandirilmasi siirecinde endotel
hiicreler 6nemli gorev iistlenmektedirler. Bunlardan biri bazal yonden gelen proiflamatuvar
sitokinleri taniyarak selektinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri ifade etmeleri ve boylece
16kosit trafigini kontrol etmeleridir. Bir digeri endotel hiicreler profesyonel olmayan fagosittir
ve aktive olduklarinda MHC 1I ile antijen sunumu yapmaktadirlar. Aktive endotel hiicrenin
proinflamatuvar sitokin salgilayarak lokal immiin hiicreleri uyarmasi da bir diger 6zelligidir.
Ayrica endotel hiicreler anafilatoksinlerle uyarilabilirler ve mast hiicresinin tirettigi vaskiiler
aminlerle gegirgenliklerini degistirebilirler. Bu sirada vaskiiler kinin-kininojen sisteminden
kaynaklanan bradikininin yangi ortamindaki agrinin gelisiminde ana rol oynadigi
bilinmektedir. Damar hasarinda subendotelyal ylizey ortaya ¢iktiginda gerek anyonik
yiizeylere saldiran komplemanin lezyonu biiyiitmesi ve gerckse ortaya ¢ikan arasidonik asit
tirtinlerinin yangiy1 ¢ogaltmasi 6nemlidir.

Yangida ilk asama kan akisi sirasinda yuvarlanan lokositlerin yavaslatilmasidir. Bu
asamada endotel hiicreler yiizeylerinde ifade ettikleri selektinlerle (E-selektin, P-selektin)
lokositlere baglanarak adeta fren etkisi yapmaktadir. E-selektin ve P-selektin, 16kositleri
yiizeylerine bulunan CD15 molekiiliiniin yapisindaki sialil Lewis-X molekiiliine baglanarak
l16kositlerin yavaslamasina sebep olmaktadir. Lokositler endotel hiicrelerle yar1 yapisik halde
yuvarlanmaya ve endotel hiicrelerle daha uzun siireli iligki igerisine girmeye baslamaktadir.
Bu sirada endotel hiicre yiizeyinde kemokin reseptor artmakta ve yangi alaninda sentezlenen
kemokinler endotel hiicre yiizeyindeki kemokin reseptérlerine baglanmaktadir. ikinci asamada
l6kosit-endotel hiicre kontaginin uzamasi 10kositlerin endotel ylizeyinde baglanmis olan
kemokinlerden sinyal alarak orada kiimelesmesine ve ylizeylerinde integrin molekiillerin
sentezinin tetiklenmesine neden olmaktadir. Ugiincii asama hiicrelerin yangi alanina gog ettigi
asamadir. Kemokin reseptorlerinin hiicre yiizeyinde artisi ve proinflamatuvar sitokin
salgilanim1 endotel hiicrelerde adezyon molekiillerinin sentezini arttirilmaktadir. Hiicreigi
adezyon molekiilleri (ICAM-1, ICAM-2), vaskiiler adezyon molekiili-1 (VCAM) ve mukozal
adresin hiicre adezyon molekiilii-1 (MAJCAM-1) endotel hiicre adezyon molekiilleridir.
Adezyon molekiillerinin  16kositlerle etkilesimi  l6kositler {izerindeki integrinlerin
ifadelenmesini  uyarmaktadir. Lokosit hiicreler, ylizeyindeki integrinlerle adezyon

molekiillerine baglanarak yangi alanina go¢ etmektedir.
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DIABETES MELLITUS'DA PLAZMA KOMPOZISYONU ve TEDAVI

Diabetes mellitus (DM) insiilin hormonunun g¢evresel veya genetik nedenlerle mutlak
veya gorece azligr ya da etkinligi sonucu kandaki glikoz seviyesinin asir1 yiikselmesi ile
iliskili bir metabolizma hastaligidir.

2012 yilinda Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA) DM hastaligimi etiyolojik olarak
giincelleyerek simiflandirilmistir (53). DM hastaligi tani kriterleri ise 1997 yilinda Amerikan
Ulusal Diyabet Bilgi Grubu (NDDG) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kuruluslar1 tarafindan
belirlenmis ve 2003 yilinda revize edilmistir. ADA raporuna gore Tip I DM, Tip Il DM,
Gebelik Diyabeti (gestasyonel diyabet, GDM) ve diger 6zel tipler olarak siniflandirilmistir.
Bozulmus kan glikozu (IFG) ve bozulmus glikoz toleransi (IGT) ise diyabet oncesi grupta
gosterilmisti. NDDG ve WHO raporuna gore saglikli ve DM hastasi kisilerin plazma glikoz

konsantrasyonlar1 Tablo-1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Saghkh kisilerin ve DM hastalarinin plazma glikoz konsantrasyonlari

Normaglisemi Hiperglisemi
No"rmal gllko.z IEG IGT E_)labetgs Mellitus
diizenlemesi (Tip I, Tip 11, GDM)
-Aglik kan glikoz
-Aglik kan glikoz seviyesi > 126 mg/dl
seviyesi <100 (6,9 mmol/l)
mg/dl (5,6 Aclik glikoz seviyesi OGTT sonrasi -OGTT sonrasi 2.

2.saatte glikoz

mmol/l) >100 mg/dl (5,6 esi >140 saatte glikoz seviyesi
-OGTT sonras1 2. | mmolll) ve<126 | S 0t =5V VE ) 5 500 me/dl (11,0

. <200 mg/dl (11,0
saatte glikoz mg/dl (6,9 mmol/l) mmol/l) mmol/l)
seviyesi < 140 - Herhangi bir saatte
mg/dI glikoz seviyesi > 200

mg/dl (11,0 mmol/l)

OGTT: Oral glikoz tolerans testi; IFG: Bozulmus kan glikozu; 1GT: Bozulmus glikoz toleransi; GDM:
Gestasyonel diabetes mellitus.

Tablonun ilk siitununda normal plazma glikoz konsantrasyonuna sahip kisilerin kan glikoz seviyesi ve oral
glikoz testi sonrasi 2. saatteki plazma glikoz konsantrasyon araligi gosterilmektedir. 2, 3 ve 4. siitunlarda plazma

glikoz konsantrasyonu normalin {istiinde olan kisilerin plazma glikoz konsantrasyonlar1 bulunmaktadir.

Tip | DM pankreasta bulunan insiilin tiretiminden sorumlu beta hiicrelerin immiin aracili
ya da idiyopatik yikilimi sonucu plazmada insiilin azlig1 ya/ya da eksikligi ile seyreden kronik

bir hastaliktir. Insiilinin azlig1 ya/ya da eksikligi plazmada glikoz konsantrasyonunun yiiksek
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olmasiyla karakterizedir (54). Ozellikle 7-15 yas cocukluk ¢agida juvenil DM olarak
goriilmektedir.

Tip II DM en sik goriilen diyabet tipidir. Insiiline bagimli olmayan, farkli oranlarda
insiilin direnci, ilerleyici beta hiicre disfonksiyonu ve bazi kisilerde mutlak insiilin eksikligi
ile karakterizedir.

Gestasyonel DM (GDM) gebelige 0zgii gelismektedir. 100 gr glikoz yiiklemesi
ardindan liciincii saatte yapilan oral glikoz testi sonucunda plazma glikoz seviyesi 135 mg/dl
olan gebelere GDM tanis1 konmaktadir (55).

Diger 6zel tipler kromozomal ve mitokondriyal DNA mutasyonlart kaynakli, ilag ve
kimyasallara bagli, ekzokrin pankreatik hastalik iliskili, Tip Il DM varyantlari, enfeksiyon
kokenli olanlar ve genetik sendromlar olarak ayrilmaktadir.

Diyabette giincel tedavi yontemleri ile kandaki glikoz seviyesinin kontrol edebilmek ve
akut komplikasyon olusum riskinin azaltabilmek ve hastanin yasam kalitesinin arttirilmasi
amagclanmustir. Insiilinin tedaviye girmesi bu alanda ¢iir agmis, hasta yasam kalitesi ve
Oomriinii uzatmistir. Glinlimiizde hastalara diyabet tiplerine gore farkli igerikte tedavi modelleri
uygulansa da genel olarak tedavide egitim, tibbi beslenme tedavisi, egzersiz ve medikal tedavi
(oral anti diyabetik ilaglar, karbonhidrat emilimini inhibe eden ilaglar, insiilin duyarliligini
arttiran ilaglar, insiilin salgilatici ilaglar, insiilinomimetrik ilaglar, insiilin) olmak tizere dort
yontem kullanilmaktadir. Ancak tedavi yontemleriyle hastalarin yasam siirelerinin artmast
hastaligin yillar icinde kronik mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar meydana
getirmesine neden olmustur. Ayrica, hastaligin tedavi siiresinin uzunlugu, yiiksek biitgeli
tedavi masraflar1 hastalara, ailelerine ve topluma maddi manevi sorumluluk yiiklemektedir.

Bu sebeple daha etkin ve 6zgiil tedavi gereksinimi dogurmustur.

DIYABETTE ENDOTEL iSLEV KAYBI ve VASKULER PATOFiZYOLOJILER

Diyabette goriilen yiliksek glikoz, insiilin direnci ve artan serbest yag asit salinimi gibi
metabolik anormallikler endotel islev kaybi kaynakl vaskiilopatilerin komponentleridir. Kan
plazmasindaki artmig glikoz ve/veya insiilin konsantrasyonu hiicresel aktivasyon, metabolik
stres ve iskemi-reperfiizyona uzanan patolojik siireclere yol agmaktadir. Metabolik stresin
olugmas ile endotel hiicrelerin enerji metabolizmasinda, yangisal aracilarin ifadelenmesinde
ve antioksidan relaksasyon mekanizmalarinda degisiklikler meydana gelmektedir (56, 57).

Hiicre iginde serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi her

zaman bir denge icerisindedir (58). Hiperglisemi ve/veya hiperinsiilinemi gibi stresler
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karsisinda organizma ilk savunma diizenegi olarak enzimatik olan veya olmayan
reaksiyonlarla hiicrede serbest oksijen radikalleri (ROS) yapimini arttirmaktadir. Hiperglisemi
ve/veya hiperinsiilinemi streslerinin kroniklesmesi bu radikallerin hiicre iginde birikmesine ve
hiicre i¢i oksidatif stresin olusmasina sebep olmaktadir. Oksidatif stres artis1 endotelyumdan
vazokonstriksiyon faktorleri salimmini, yangida rol alan kemokin, sitokin ve adezyon
molekiillerinin ifadelenmesini, hiperkoagiilasyon ile trombosit aktivasyonunu arttirmaktadir.
Sonucgta endotelyumun denge islevleri bozulmaktadir. Hemostazdaki dengesizlik endotel
hiicre ve mikrogevresinde bulunan immiin sistem elemanlarini fevkalade aktive etmektedir.
Endotel hiicrede sentezlenen IL-8 sitokini ve intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
adezyon molekiiliilerinin 16kositlerin adezyonunu arttirdigi gosterilmistir (31). Ancak endotel
hiicreye yapisan lokosit profilinin diyabetin farkli tiplerinde ne sekilde olduguna dair bulgular
elde edilmistir, ancak, olas1 kombinasyonlarin mekanizmasi aydinlanmamastir.

Endotel hiicre islev kaybi1 vazokontraksiyon ve vazodilatasyonun arasindaki dengenin
vazokonstriksiyon yoniinde bozulmasi, vaskiiler gegirgenligin, trombosit aktivasyonunun
inflamatuvar yanitin ve ¢ogalma faktorlerinin ifadelenme artmasi ile karakterizedir (59, 60).
Endotel hiicrelerin diyabetteki gibi yiiksek glikoz konsantrasyonuna maruziyet sonrasi diyabet
ve komplikasyonlarinin meydana gelme siirecinin ilk basamagi serbest oksijen radikallerinin
(ROS) olusumu ile oksidatif stres artigidir.

Diyabetli kan plazmasinda goriilen yiiksek seker konsantrasyonunun metabolizmasi
oksidatif stres artis1 ile sonlanan biyokimyasal reaksiyonlara sebep olmaktadir (Sekil 7).

Plazmada glikoz konsantrasyonunun artmasiyla gercekte glikoza karsi diisiik afinite
gosteren aldoz reduktaz enzimini glikoz ile reaksiyona girerek poliol yolagini aktive
etmektedir. Bu reaksiyon nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) bagimlidir (63).
NADPH konsantrasyonu azalirken hiicrei¢i bir antioksidant olan glutatyonu baskilanmaktadir.
Glutatyonun baskilanmas1 hiicresel relaksasyon mekanizmalarindan olan glutatyon
peroksidaz-glutatyon rediiktaz sisteminin bozmaktadir. Bununla birlikte azalan glutatyon
konsantrasyonu hiicre i¢inde patolojik diizeyde NO iiretilmesine de sebep olmaktadir. Fazla
miktardaki NO sitozolde patojenik reaktif oksijen tiirlerinden peroksinitrite doniismekte ve
{iriin olarak ROS aciga ¢ikmaktadir. Ilintili olarak hiicrei¢i ROS fiiriinleri birikimi hiicresel
oksidatif stresi arttirmaktadir (64). Artan oksidatif stres ile endotel bagimli gevseme islevi
yeniden bozulmaktadir. Boylelikle hiicresel relaksasyon mekanizmasinin tamamen safdisi

kalmaktadir.
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Sekil 7. Yiiksek glikoz metabolizmasi

Endotel hiicreler yiiksek glikozu metabolize ederken patolojik son iiriinler agiga ¢ikmaktadir. Asir1 glikoz bir
taraftan gliseraldehit-3-fosfat’a pargalanirken diger taraftan aldoz rediiktaz enzimi ile reaksiyona girmektedir.
Reaksiyon sonrasinda hiicresel relaksasyon mekanizmasi olan glutatyon disiilfidin (GSSG) glutatyona
doniisiimiinii baskilanmaktadir (61). Aciga ¢ikan sorbitol fruktoza gevrilmektedir. Bu reaksiyon PKC yolagi
aktivasyonu i¢in onciil olan dihidroksiaseton fosfatin a-gliserolfosfata doniismesini saglamaktadir. Gliseraldehit-
3-fosfat ileri glikasyon son firiinleri Onciilii metilglioksal, PKC yolag1 onciilii dihidroksi aseton fosfat ve
hekzosamin yolagi onciili glikoz-6-fosfata doniismektedir. Glukozamin fruktoz-6-fosfat amidotransferaz enzimi

ile insiilin direnci ve glikoz toksisitesine yol agan tiridin difosfat-N- asetilglukoz amin sentezi arttirmaktadir (62).

NADPH konsantrasyonundaki azalma ikincil olarak yine hiicresel oksidatif stresin
artmasinda etkin olan protein kinaz C (PKC) yolagim tetiklenmektedir (65). Poliol yolaginin
ikinci reaksiyonunda ilk {riin olan sorbitol friikktoza doniismekte ve reaksiyon sirasinda
NADH aci18a ¢ikmaktadir. A¢iga ¢ikan NADH proteinaz K sinyal yolagmin ikincil mesajcist
diagilgliserolun novo sentezinde kullanilmakta ve PKC yolagini aktive etmektedir (66).
Diyabetteki DAG-PKC sinyal yolagmin aktivasyonu, bozulmus vaskiiler gecirgenlik,
vasokontraksiyon, hiicredist matriksin sentezi ve yenilenmesi, hiicre biiyiimesi ve apoptozu,
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anjiogenez, anormal sitokin aktivasyonu, monosit ve l6kositlerin adezyonu gibi endotel islev
bozukluklariyla iliskilendirilmistir (67).

Hiicrei¢i ROS iiretimi i¢in dnemli bir faktor olan ileri glikasyon son iiriinleri (AGE),
rediiklenmis seker ve proteinlerin birbirini izleyen glikasyon ve oksidasyon reaksiyonlari
sonucu olusmaktadirlar. Hiicrei¢i ve hiicredist proteinlerin amino gruplar yiiksek glikoz
konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda herhangi bir enzimin araciligina gereksinim duymadan
glikozun reaktif indirgeyici karbonil grubu baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina
meydana getirirler. AGE metabolizmasi glikozdan tiiremis dikarbonil Onciillerinin hiicre
icinde oto-oksidasyonuyla glioksala donlismesiyle baslar. Sekerin karbonil grubu ile proteinin
Schiff bazi olarak adlandirilan serbest amino grubunun aldehitik karbon oksijen ¢ift bag:
glikoza baglanir ve Amodori (glikozdan tiiremis 1- amino-1 deoksifruktoz lizin) tiriinleri hizla
aci8a cikar (67). Amodori tirlinleri olusana kadar reaksiyon geri doniisiimliidiir. Sonrasinda
Amodori triinleri ayrigarak 3-deoksiglukozon agiga c¢ikar. Ardindan iriin glikoksal, 3-
deoksiglukozon ve metilglikoksal olmak iizere AGE onciillerine ayrilir (66). Metilglioksal
AGE’leri meydana getirirken, dihidroksiasetonfosfat mikrovaskiiler patolojilerin olusumunda
rol oynayan protein kinaz C (PKC) sinyal yolagini aktive etmektedir.

Hiicreici AGE onciil iiriinleri hiicreleri ii¢ genel mekanizma ile hasarlamaktadir. Birinci
mekanizmada; AGE onciilleri hiicredisi matriks proteinlerine ¢apraz baglanarak bu
proteinlerinin yapilarim ve islevlerini bozmaktadirlar. ikinci mekanizmada, bozulmus matriks
proteinleri, diger matriks proteinleri ile hiicre yiizeyindeki matriks protein reseptorlerine
(integrin) baglanarak hiicredis1 matriks yapisin1 bozmaktadirlar. Ugiinciisii mekanizma da ise
AGE onciilleri ile plazma proteinleri kompleksi, serbest oksijen radikalleri ile indiiklenmis
endotel hiicre lizerindeki AGE reseptoriine (RAGE) baglanmaktadir. AGE’lerin reseptorleri
RAGE’ye baglanmasi p2lras, ERK 1, ERK 2, protein kinaz (MAPKs), SAPK (stress-
activated protein kinase)/JNK (c-Jun n-terminal kinase), Rho, GTPases, PI3K, JAK (Janus
kinase)/STAT (signal transducer and activator of transcription) ve Cdc42 hiicreici sinyal
yolaklarint uyararak NF-xB ve diger yolaklar1 aktive etmektedir (Sekil 8). NF-xB
transkripsiyon faktorii aktivasyonu, pro-inflamatuvar sitokinlerin, prokoagiilan doku
faktoriiniin ve VCAM-1, ICAM gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonlarini arttirmaktadir
(68, 69). Yiiksek glikoz ayn1 zamanda gelismis glikasyon son iriinii reseptérii (RAGE)
tiretimini arttirir (70). RAGE aktivasyonu ROS iiretiminde etkin NADPH-oksidaz yolagini da
uyarmaktadir (33, 71).
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Sekil 8. RAGE aracili NF-kB sinyal yolag: aktivasyonu

Glikozilasyon son iiriinii olan AGE’nin reseptoriic RAGE’ye baglanmasi hiicre i¢inde NF-«xB transkripsiyon
faktoriiniin gesitli sinyal yolaklarmin aktive olmasina sebep olmaktadir. NF- kB aktivasyonu hiicrede VCAM-1,
ICAM-1, E-selectin, TNF-a, IL-1 ve IL-6 salinimu ile inflamatuvar yaniti uyarirken TGF-B1, CTGF (connective
tissue growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor) salimmu ile prokoagiilan, hiicre proliferasyonu ve

migrasyon yanitlarin1 uyarmaktadir.

AGE’ler nefropati, noropati ve retinopati gibi uzun dénem diyabet sonucu olusan
mikrovaskiiler komplikasyonlarin sebebi olarak gosterilmektedir (72-75). Hastalarda amadori
iriinlerinin olusumu kanda hemoglobin Alc seviyesinde artisla takip edilmektedir.

Diabetes Mellitus hastaligi ¢esitli patolojik siiregler sonucunda gelismektedir. Ancak
vaskiiler patolojilerin temel sebebi damarlar1 kaplayan ve kan ile dokular arasinda bir bariyer
gorevi goren endotel hiicrelerin yiiksek glikoza maruz kalmasi sonucu aktiflenerek kronik
yangisal yanit olusturmasidir. Bu kronik yangisal yanit periferal ve koroner arter hastaliklar
gibi makrovaskiiler, néropati, nefropati, retinopati gibi mikrovaskiiler hastaliklara neden
olmaktadir.

Diyabetlilerde dengeleyici diizenleme fonksiyonlarin1 yitirmis olan endotel hiicre
aterogenez ic¢in elverigli bir mikrogevre olusturmaktadir. Vaskiiler yapida NO biyo
yararlanimin azalmasi, yerine antagonisti olan endotelin-1 aktivasyonunun artmasi vaskiiler

tonusu bozmakta, yiiksek tansiyona neden olmakta ve makrovaskiiler hastaliklarinin
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gelisiminde rol oynayan aterosklerotik plak olusumuna zemin hazirlamaktadir.
Aterosklerozun gelisimi ile damar duvarinda kemokin, sitokin ve adezyon molekiillerinin
yapiminin arttig1 yangi siireci baslamaktadir. Bu siireci sirasiyla trombosit aktivasyonu, LDL
partikiillerinden tiireyen okside lipit birikimi, monosit infiltrasyonu ve kopiik hiicre olusumu
takip etmektedir (76). Olusan kopiik hiicreler immiin sistem hiicreleri harekete gecirmektedir.
Makrofaj ve T hiicre saldirisina ugrayan damar duvarinda kaginilmaz olarak kronik yangisal
yanit ve endotel hasar1 olusmaktadir. Sonugta diiz kas hiicre proliferasyonu tetiklenmekte ve
damar yapis1 bozulmaktadir. Dengeleyici islev kaybi damarlarda vazospazm, tromboz ve
ateroskleroz olusumunu tetiklemektedir. Hiperglisemiye kronik maruziyette endotel hiicre
islev kayb1 diyabet hastasinda retinopati, nefropati, noropati, akut koroner sendrom gibi ¢esitli
makro ve mikro immiinovaskiiler hastaliklar gelisebilmektedir (77-80).

Diyabetlilerde goriilen mikrovaskiiler hastaliklarin patogenezi AGE iirlinleri, poliol
yolagi aktivasyonu, sonrasi hiicrei¢i ROS birikimi ile artan oksidatif stresle iligkilendirilmistir.
Ozellikle retinopati olusumundaki mekanizmasimnin asir1 glikozun aldoz reduktaz enzimi ile
reaksiyonu sonucu sorbitole doéniiserek hiicrelerde birikmesi ve hiicrede oksidatif stresin

artmasi oldugu o6ne siiriilmektedir (81).

ENDOTEL KORUYUCU GENLER ve URUNLERIYLE DRUG CALISMALARI

Endotel hiicrelerin uzun yillar yiiksek seker ve/veya insiilin konsantrasyonu ve
mekanotransdiiksiyona maruz kalmasina ragmen hastada belirtiler bagladiktan sonra islevini
kismen de olsa stirdiirebilmesi bu hiicrelerde koruyucu genetik bir diizenleme mekanizmanin
var olabilecegi fikrini dogurmustur (82, 83). S6z konusu stres faktorlerinin endotel hiicrelerde
inflamatuvar yanitini arttirirken ayni zamanda hiicre koruyucu mekanizmalar1 da aktive ettigi
gosterilmistir. Endotel hiicrelerinin stres karsisinda A20, dort adet Al'ler (Ala, Alb, Alc ve
Ald), HO-1, Bcl-2, Bel-XL, KLF-2 (Kruppel like factor-2), sitokrom P450 1B1 (CYP1B1),
DNMT1, HoxAS5, KIf3 genlerini koruyucu genler olarak kullandig: bilinmektedir (82, 84-87).
So6zii edilen genlerin aktivasyonunun transplantasyon sonrast endotel hiicre aktivasyonunu
azaltarak ksenograft rejeksiyonu uzatmasi Oonemli bir gostergedir (88, 89). In vitro
caligmalarda TNF-o (tumor necrosis factor- a) sitokini aracili apoptoz tetiklenmesi ardindan
endotel hiicrelerin anti-apoptotik koruyucu genleri (damar koruyucu genler) ifade ettikleri
gosterilmistir (90-93).

Endotel hiicrelerin diyabet kaynakli strese kars1 yangisal yanitta NF-xB (Nuclear Factor
kappa B) sinyal yolagini tetiklemesi ve NF-«kB transkripsiyon faktorii kilit rol tistlenmektedir
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(94, 95). Aktive olan sinyal yolagi ayni anda hiicresel strese karsi hem antiapoptotik genleri
aktifleyerek yasam yanitint arttirmakta hem de sitokin, kemokin ve immiinojenik
molekiillerin ifadelenmesini de arttirarak yangisal yaniti uyarabilmektedir. Calismalarda Bcl-2
gen ailesine mensup dort adet A1 geni, A20 (TNFAIP3) geni ve bir 1s1 sok proteini olan HO-1
(Hsp-32) geni dikkat ¢ekenlerdir (96-98).

Endotel hiicrelerde NF-kB sinyallesme yolagindaki kontrolsiiz aktiflesme ayrica
norojeneratif hastaliklar, kanser, otoimmiinite gibi diger hastaliklarla da iliskilendirilmistir
(99).

NF-kB sinyal yolagi klasik (kanonikal) ve alternatif (kanonikal olmayan) iki farkli
yolakla aktive olmaktadir. Proinflamatuvar sitokinlerle hiicresel uyarida NF-kB klasik yolak
aktivasyonu, NEMO (NF-kB essential modulator) ve RIP1 (receptor-interacting proteinl)
proteinleri LUBAC (linear ubiquitin chain assembly complex) ile ubikitinlenerek aktive
edilmektedir (100). NF-xB sinyallesmesi A20 deubikitinasyon enzimleri ile inhibe
edilmektedir. Alternatif yolak aktivasyonu lenfoid organogenez, B-hiicre olusumu ve
olgunlagmasi, dendritik hiicre aktivasyonu ve kemik metabolizmasi iligkilendirilmistir (101).

A20 geni Rel gen ailesine mensup olup insanda 6923 ve farede 10 A3 kromozomda
lokalizedir. A20 geni hiicrelerin yangi, immiinite, hiicrenin yasamsal etkinligi gibi hayati
yanitlarin1  diizenleyen NF-kB ve benzeri kontrol genlerinin ifadelenmelerinde rol
oynamaktadir (102). NF-xB sinyal yolagimi baskilamaktadir. Hiicresel aktivasyon olmayan
durumlarda sitoplazmada inhibe halde durmakta, inflamatuvar sitokinler, toll benzeri reseptor
uyarilari, toksisite gibi hiicrelerin stimule edildigi durumlarda aktive olmaktadir.

A20 N-terminal ucunda deubikitinasyon fonksiyonu olan OTU (Ovarian Tumor
Domaini) ve C-terminal ucunda 7 adet Cys2/Cys; ¢inko parmak motifleri igermektedir (103).
A20 proteinin yapisindaki ¢inko parmaklar OTU domeynin ubikiitinasyon ve
deubikiitinasyonu igin kullanilmaktadir. A20 proteini NF-kB sinyal yolagini inhibe
etmektedirler (Sekil 9).
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Sekil 9. TNF-a ile aktiflenen NF- kB sinyalinin A20 proteini tarafindan baskilanmasi

TNF-a sitokinin hiicre membranindaki TNFR1’e baglanmasi bir¢ok hayati hiicresel etkinligin ger¢eklesmesinde
rol oynayan NF- kB sinyal yolagini aktiflemektedir. TNFR1 hemen altinda TRADD, TRAF2, cIAP1,2 ve RIP1
kompleksi ile sinyali iletmektedir. K63 zinciri ile ubikitinlenmis RIP proteinin sitozoldeki IKK kompleksinin
yikmasina ve IkBa aktivasyonuna imkan vermektedir. Boylelikle NF- «B’nin translokasyonuyla hedef genler
transkripte olmaktadir. A20 proteini bu yolakta K63 zincirleri deubikitine etmekte ve RIP1 aktivasyonunu
baskilamaktadir. Boylelikle sinyal yolakta daha asagilara inemeden durdurulmaktadir. Bununla birlikte IkBa
proteinini K48 zinciri ile poliubikitine ederek proteinin yikilmasina neden olmaktadir. Sitozolde konsantrasyonu

diisen IkBa NF- kB sinyal yolagini baskilanmasini saglayacaktir (104).

A20 proteini, TNF-a sitokininin TNFR1 reseptoriine baglanmasiyla aktive olan NF- kB
ve kaspaz-8 sinyal yolaginin onciillerinden olan RIP1 regiilator proteinine OTU domeyni
baglanmaktadir. A20 proteini yapisindaki OTU domeyni RIP1 proteinini deubikiitine ederken
cinko parmaklar1 ile K48 poliubikiitin zinciri ekleyerek proteozomal degregasyonu
baglatmaktadir (105). Boylece, IL-1R ve TNFR sinyal yolagi tizerindeki;

1. NF-xB translokasyonu i¢in elzem ana ubikiitin ligaz olan TRAF6 (TNF Receptor-
associated Factor 6)/ UBC13 (Ubiquitin- conjugating Enzyme 13), clAP1 ve clAP2
(cellular inhibitor of apoptosis 1, -2) ve UBCI13 sinyal proteinleri deubikiitine
edilmekte (106);

2. TRAF2’nin (TNF Receptor-associated Factor-2) lizozomal degragasyonu ve
TRADD (TNFR1 associated death domain)/RIP1adaptdr proteinlerinin bir araya

gelmesi engellenerek sinyal inhibe edilmekte (107, 108);
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3. TRAF2, clAP1, -2 ve LUBAC kompleksinde LUBAC adaptor proteine lineer
poliubikitin baglayarak proteinin proteomozal yikim ile sinyal yolagim

baskilanmaktadir (105).

Dort adet Al'lerin genleri Bcl-2 gen ailesine mensup olup insanda 15q24.3, farede 9
E3.1 kromozomda lokalizedir. Hiicreici membran iliskili Bcl-2 proteinine yiiksek benzerlik
gostermektedir. A1 proteinleri Bcl-2 ailesinde oldugu gibi korunmus hiicresel yasam yanitini
arttiran BH1ve BH2 domeynleri tasimakta 6zellikle proteinin N-terminal ucu yiiksek dizi
homolojisi gostermektedir (109). Al genleri pro-inflamatuvar sitokinler (TNF alfa, IL-1),
graniilosit-makrofaj uyaric1 faktor (GM-CSF), CD40 (cluster of differentiation), forbol ester
gibi hiicredis1 sinyal molekiilleri ve yangiya yanitta aktive olan NF-«B ile ifadelenmektedir.
NF-kB transkripsiyon faktoriiniin baskilanmasiyla TNFa’ye karsi yanitta mikrovaskiiler
endotel hiicrelerin apoptoza girdigi A1 genlerinin bu apoptozu 24 saatten fazla inhibe
edebildigi gosterilmistir (99). Al'ler mitokondride lokalizedir ve pro-apoptotik yolakta
mitokondrinin depolarizasyonu ile sitokrom c¢ molekiiliiniin mitokondriden salinmasini
baskilayarak kaspaz 9, BID (BH3 interacting-domain death agonist) ve poli (ADP-riboz)
aktivitelerini durdurmaktadir (98).

Hemoksijenaz (HO) enzimi mikrosomal bir enzim olup bir gen diizenleyici olan demir
iyonu; bir antioksidan olan biliverdin; bir hem ligand1 ve anti apoptotik vazodilatér olan
karbon monoksitten (CO) olusmaktadir (110). Enzim hemoglobin, sitokromlar, katalazlar gibi
birgok proteinin yapisinda bulunun hemin fizyolojik yikiminda gorev almaktadir. Serbest hem
hiicresel oksidatif stresi arttirarak hiicrenin yagsamsal belirtilerini baskilayabilmektedir. Ayrica
insiilin tiretimini ve glikoz metabolizmasini arttirmaktadir (111). Hemin katabolizmasi sonucu
giclii bir antioksidan olan biliverdin 6nciil molekiilii bilirubin, CO ve demir agiga
cikmaktadir (112). Agiga ¢ikan iriinler (demir iyonlart, CO ve biliverdin) immiin yanitin
bastirilmasinda, apoptoz ve oksidatif stresin yatistirilmasinda etkindir. Hemoksijenaz enzimi
indiiklenebilir form HO-1 ve temel form HO-2 olmak {izere iki izoforma sahiptir. HO-3 olarak
tanimlanmig diger bir form ise sadece farelerde bulunmaktadir ve HO-2 transkriptinden
tiiretilmis bir yalanci gendir (113).

HO-1, 32 kDa agirliginda mikrosomal bir 1s1 sok proteinidir. Hiicresel metabolizma ve
yanit diizenlenmesinde hiicre koruyucu, proanjiogenik ve antiapoptotik islev gérmektedir.
HO-1 geni Nrf2 (nuclearfactorerythroid 2-related factor) transkripsiyon faktorii ile
ifadelenmektedir. Endotel hiicrelerde yiiksek glikoza karst savunmada antioksidan yanit

kaskad1 Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin aktive olmasiyla baglamaktadir (114). Nrf2 kiigiik
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Maf proteini ile bagh heterodimer yapida, oksidatif ve elektrofilik stres yanitinda HO-1
enziminin de bulundugu 6nemli detoksifikasyon enzimlerinin ifadelenmesinde regiilator
gorevi yapan ARE bagimli cis-acting element bir transkripsiyon faktoriidiir (115). Dinlenim
halinde Nrf2 sitoplazmada Keapl (Kelchlike ECH-associated protein-1) ve Keapl’in adaptor
proteini Cul3-bagimli E3 ubikitin ligaz ile kompleks halde bulunmaktadir (116). Keapl, Nrf2
transkripsiyon faktoriiniin diizenleyici proteinidir ve hiicresel stresin dengeleyicisi gibi
caligmaktadir. Normal kosullarda Keap-1 ve adaptdr proteini olan E3 ubikitin ligaz Nfr2’i
ubikitininde rol almaktadir. Oksidatif ve elektrofilik stresin artmast sonucu hiicre
sitoplazmasinda yiiksek konsantrasyona ulasan reaktif metabolitler (ROS, elektrofilikler)
Keap-1’e baglanmaktadirlar. Bu baglanma kompleksin yapisal degisime ugratmaktadir. Keap-
I’in kompleksten ayrilarak Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin niikleusa go¢ etmesini
saglamaktadir.

In vitro ve in vivo ¢alismalarda HO-1 enziminin endotel hiicrelerde CO, bilirubin,
stiperoksit dismutaz, katalaz ve eNOS yapimim indiikleyerek siiperoksit anyonu (O2)
konsantrasyonun azaltip vaskiiler relaksasyonu arttirdigi gosterilmistir (117, 118). Endotel
hiicrelerin sitokin kaynakli (TNF-o ve seramid) proapoptotik kaspaz-3 sinyal yolagi
aktivasyonu ile apoptoza sokulmasi sonrasinda hiicrelere HO-1 transfekte edilmis ve hiicresel
canlilik arttirnlmistir (119). Diyabet kaynakli endotel hiicre apoptozunda ise HO-1 asirt
tiretiminin apoptoza karsi korudugu saptanmustir (61, 120-122). Yine asir1 glikozun glikazyon
tirtinleri olan AGE’ler endotel hiicrelerde HO-1 ifadelenmesini arttirmaktadir (123).

Koruyucu genlerle yapilan genetik druglar ve gen terapi yontemlerine caligmalari
gelecek i¢in imit vaat etmektedir (124-128). DM’e kars1 gen terapisi koruyucu genlerin gen
trlinlerinin ya da dogrudan genin hiicrei¢i transferi ile 6n plandadir. Bunun yaninda son
yillarda miRNA’lar yeni bir terOpatik ajan olarak ortaya ¢ikmaktadir.

miRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alan 21-23 niikleotit uzunlugunda RNA
zinciridir. mRNA’lar1 3’UTR bdélgelerindeki dizilerin tamamlayici dizilerine baglanarak
mRNA’y1 translasyonel asamada durdurmaktadirlar (129). Endotel koruyucu genlerle
yapilabilecek genetik tedavide gii¢lii bir segenektir.

Endotel hiicre hasara karsi endotel koruyucu gen ¢alismalart HO-1 ve A20 genleri
tizerine yogunlasmistir. HO-1 transjenik fare DM modelinde HO-1 gen transferi ile
hiperglisemi aracili endotelyum hasarina karsi koruyuculugu goéstermistir (118). Bunun
yaninda Tip I DM’de pankreatik beta hiicrelerinin apoptozunun &nlenmesine yonelik gen

terapi ve genetik dug calismalarinda da HO-1 ve A20 genleri 6ne ¢ikan genler arasinda
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goriinmektedir (130-133).

HO-1 proteini oksidatif hasara karsi antioksidan ve endotel koruyucu bir proteindir.
HO-1 proteinin diyabetteki vaskiiler komplikasyonlar ve endotel hiicre hasarinda
koruyuculugunu incelemek igin yapilan ¢alismada Sprague-Dawley siganlar insan HO-1 sense
ve sigan HO-1 antisense retroviral gen transferi ile transjenik hale getirilmis ve streptozotozin
ile Tip I DM modeli olusturulmustur (120). insan HO-1 sense ile asir1 miktarda HO-1
ifadeleyen, sican HO-1 antisense ile az miktarda HO-1 ifadeleyen ve kontrol grubu olmak
tizere ii¢ diyabetik grupta aortik HO aktivitesi, sirkiileasyondaki endotel hiicre sayisi, iiriner 8-
epi-izoprostan PGF., (8-Epi) seviyesi karsilastirilmistir. Aortik ve femoral arterlerin
incelenmesiyle hipergliseminin vaskiiler HO aktivitesini azalttigi ve sirkiilasyondaki endotel
hiicre sayisini arttirdigt bulunmustur. HO-1 geni az ifadelendigi ve diyabetik kontrol
gruplarinda Oz olusumunun, sirkiilasyondaki endotel hiicre sayisinin ve 8-Epi Seviyesinin
arttigr buna karsin HO-1 geninin asir1 ifadelendigi grupta ise tiim parametrelerin azaldigi
gosterilmistir. Bu sonuclar HO-1 geninin ya da gen {iriinlerinin gen terapi ile diyabetik
bireylerde uygulanmasi halinde diyabetteki vaskiiler komplikasyonlar agisindan profilaktik
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Insiilin bagimli Tip I DM beta hiicrelerinin yikilmasiyla karakterizedir ve bu hiicrelerin
apoptozunda sitokin aracili NF-«B aktivasyonu rol oynamaktadir. Sican ve insan beta
hiicrelerinin in vitro IL-1B ve IFN-y sitokinleriyle indiiklenmis NF-xB aktivasyon ve
apoptozunda A20 geninin bir inhibit6r olup olmadigi arastirtlmistir (131). Buna gére A20
geninin transfekte edildigi hiicre modellerinde transfeksiyon yapilmayan hiicre modellerine
gore antiapoptotik ve yangiya karsit yanitin arttig1 ve hiicrelerde A20 geninin dolayli olarak
hiicresel koruyucu etkinlige sahip NO’nun salinimini diizenledigi bulunmustur. A20 geninin
ozellikle T hiicre bagimli beta hiicre yikim1 ve transplantasyon sonrast komplikasyonlara kars1
gene terapi ¢aligmalarinda 6nemli bir aday oldugu 6ne stiriilebilmektedir.

A20 proteinin yiiksek glikozla zehirlenmis endotel hiicrelerde apoptotik ve yangisal
yanita etkileri gosterebilmek icin A20 geni ile transfekte HUVEC hiicreleri ile transfeksiyon
yaptlmayan HUVEC hiicreleri karsilastirilmistir (134). 2-24 saat yiiksek glikoza maruz
birakilan hiicrelerin apoptoza kars1 yaniti florasan mikroskopi ile incelendiginde ilk grup
hiicrelerinin apoptoza diren¢ gosterdigi bulunmustur. NF-xB ifadesinin artmasina ragmen
birinci grup hiicrelerde P selektin ifadesinin ikinci grup hiicrelerine gore daha az ifade ettikleri
saptanmistir. Bu durum A20 proteininin DM lezyonlarinin durdurulmasi i¢in uygun bir drug

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Son donemde HO-1 geni ile yapilan drug c¢alismalart faz-2 seviyesinde
stirdiirilmektedir. A20 ve Al’ler genlerine yonelik klinik arastirmalar hali hazirda

bulunmamaktadir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan 2012-
2015 yillar1 arasinda TUBAP 2012/72 numarali proje olarak malzeme satin alimi igin
desteklenmistir ve arastirict 6grencinin harcamalar1 kendi 6z fonu ile karsilanmistir. (EK 2).
Calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarlarinda yapilmistir.
Gereg ve yontemler asagidaki sirada sunulmustur
1- Calismanin siire¢lendirilmesi
2- Biyobilisim ¢alismalar (gen yapilari, primer tasarimlari, miRNA tahmini)
3- Calisma modeli kurulmasi (endotel hiicre kiiltiirii, endotel hiicre genomunda PZR ile
gen saptama, diyabet stresli endotel hiicreyi adezyon testi- IFA- dot blot ile belirleme)
4- Diyabet stresli endotel hiicrenin mononiikleer hiicre yapistirma yanitini 6lgme
(adezyon testi)
5- Diyabet stresli endotel hiicrenin koruyucu gen mRNA ifade yanitin1 6lgme (RT-PZR
ile ifade kinetigi ve seviye 6lgme, qRT-PZR ile ifade seviyesi lgme)

CALISMANIN SURECLENDIRILMESI
Calismanin siireclendirilmesi Tablo 2'de gosterilmistir. Buradaki hiicre kiiltiiri

caligmalarina Kasim 2013-Mayis 2015 tarihleri arasinda kesintisiz devam edildi.
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Tablo 2. Calismanin siire¢lendirilmesi
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Al'ler, A20 VE HO-1 GEN YAPILARI, PRIMERLERI VE miRNA’LARI iCIN
YAPILAN BiYOBILIiSIM CALISMALARI

Gen Yapilan

Al'ler, HO-1 ve A20 gen fare dizileri gen veri tabanindan topland: (135,136). Genlerin
kromozomdaki yeri, ekzon, intron ve ifade olunan CDS (ldentification of Coding Sequences)
bolgeleri belirlendi.

Dort adet A1 geninin ayn1 kromozom {iizerinde art arda pozisyonda Ala, Alb, Alc ve
A1ld seklinde yan yana bulundugu ve birbirleriyle %99 homoloji gostermekte oldugu goriildii.
Primerle ¢ifti ile bu genleri birbirlerinde ayirt etmek miimkiin olmadigindan ve ayirt
edilmeleri bu calismanin kapsaminda bulunmadigindan dort gen birlikte ortak primer c¢ifti ile

saptandi. Bu sebeple tezde “A1’ler” denilerek dort gen bir arada kastedilmektedir.

Polimer Zincir Reaksiyonu ve Gercek Zamanh PZR i¢in Primer Tasarimi

Primerlerin tasarimi uzaktan kumandali Primer-blast isimli programaracini kullanmak
tizere ilgili sorvira programatik erisimle ulasidi (137, 138). Her bir gene ait polimer zincir
reaksiyonu (PZR) ve gergek zamanli polimer zincir reaksiyonu (QRT-PZR) i¢in 50 adet primer

cifti Tablo 3'de gosterilen segenckler isaretlenerek elde edildi.
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Tablo 3. Primer tasarlama kriterleri

Programa Ozgii Olasi Primer Cifti | Secilen Kriter

Secim Kriterleri

PZR: 400-1000 bp arasinda olmali
gRT-PZR: 150-250 bp arasinda olmali
ATl’ler ve HO-1 genleri igin: 55C°-61 C°
A20 geni i¢in: 57C°-63 C° arasinda olmal1

PZR iiriinii uzunlugu

Erime noktasi

Primer ciftleri arasindaki erime
En fazla 3 C° olmal1
noktas1 farki

Primer ciftlerinin tiim fare genomuna
Evet
kars1 taranmasi

Programin 6nerdigi primerlerin
hedeflenmeyen gen bolgesi dizileriyle | En fazla 4 bazlik uyum gostermeli

uyumu

Programin 6nerdigi primerlerin
3’ucundaki son 6 niikleotidinin . -
o En ¢ok 3 tanesi uyum gosterebilir
hedeflenmeyen gen bolgesi dizileriyle

uyumu

PZR: Yok
gRT-PZR: Var

Olast urtinlerde ekzon-ekzon sinir1

Hedeflenmeyen gen bolgelerine ait 4000 baza kadar ¢ogalan tiim olast PZR

olas1 PZR f{irtinleri uzunluklari iriinlerini gostermeli

PZR: Polimer zincir reaksiyonu; gRT-PZR: Ger¢ek zamanli polimer zincir reaksiyonu
Tablonun sol siitununda primer bulma motorunda kullanilan ve primer se¢im kriterleri, sag siitununda ise primer

secim kriter 6zellikleri yer almaktadir.

Onerilen 50 ¢ift primerden su kriterler dncelik sirasinda gore kullanilarak uygun olanlar
secildi:
1. FElektroforez sonrasi jel lizerinde hedeflenemeyen dizilerden kolaylikla ayirt
edilebilecek PZR iiriin uzunlugu olmalhidir
2. Erime noktalar1 istenilene ¢ok yakin olmalidir
3. Primerlerin 5’ ve 6zellikle 3 ucta icerdikleri GC sayilar1 yiiksek olmalidir

4. Primerlerin 3’ucunun kendi kendine yapisma derecesi diisitk olmalidir
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5. GC oranlar gorece yiliksek olmalidir

Gelistirilen ve tezde kullanilan primerler asagidaki Tablo 7°de verilmistir.

MiRNA Tahmini
Mus musculus tiirine ait Al’ler, A20 ve HO-1 gen ifadelerinin diizenlenmelerinde yer alan
olast miRNA dizileri veri tabanindan toplandi (139-142). Bunun i¢in ilgili genlerin niikleotid
veri bankasindan indirilen mRNA dizileri (135, 136) iizerindeki 3’UTR bdlgeleri arama dizisi
olarak kullanildi, ilgili genlere 6zgii miRNAlar saptandi.

CALISMA MODELI ICIN /N VITRO ENDOTEL HUCRE KULTURU

Hiicreler

Hiicre kiiltiirii calismalarinda Mus musculus tiiriine ait dort hiicre hatt1 kullanilmistir.
Bunlar, gromeliiler endotel hiicre (GENC) hatti, murin aortik endotel hiicre (MAE) hatti, EL-4
CD4+ T lenfositi hiicre hatt1 ve RAW 264.7 monosit/makrofaj hiicre hatlaridir. GENC ve
MAE hiicre hatlar1 Dog. Dr. Nese Akis Sansa tarafindan, EL-4 T lenfositi hiicre hatt1 Dog. Dr.
Batu Erman (Sabanci Universitesi) tarafindan ve RAW 264.7 hiicre hattt Prof. Dr. Umit
Bagriacik (Gazi Universitesi) tarafindan hediye edilmistir. Hiicre hatlar1 siv1 azot iginde %10
dimetil siilfoksit (DMSO) igeren dana serumu iginde saklanmistir. Ayrica yiiksek glikozla
endotel hiicre aktivasyonunu inceleme On c¢alismasinda arastirict kendine ait heparinize
kandan izole ettigi 16kositlerini kullanmigtir.

Hiicrelerin deneylerde kullanimi soyle gerceklesmistir: ilgili genler MAE ve GENC
endotel hiicrelerinde PZR ile aranmistir. Endotel hiicre aktivasyon kosulu, MAE endotel
hiicrelerinde kan 16kositi ve RAW 264.7 monosit hattt kullanilarak belirlenmistir. Adezyon
profilleme testleri RAW 264.7 monositlere ilaveten EL-4 T lenfositi mononiikleer hiicrelerinin
GENC endotel hiicreye yapigsmasini incelemek iizere yapilmigtir. Burada MAE i¢in saptanan
aktivasyon kosullarinin GENC’e uygulanabilirligi 6nceden belirlenmistir. Ilgili gen
mRNA’lar1 aktiflenmis MAE ve GENC hiicrelerinde RT-PZR ile aranmis ve qRT-PZR ile
GENC hiicresinde profillenmistir.

Aktivasyon deneylerinde lize edilerek kullanilan Escherichia coli (E. coli) hiicreleri

Trakya Universitesi Merkez Laboratuvarindan temin edilerek ¢ogaltilmistr.
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Hiicre A¢ilmasi ve Kiiltiir

S1v1 azot i¢cinde donmus hiicre siispansiyonu 37 °C'de 1 dakika i¢inde eritildi ve 10 kat
hacimde tiipte %10 fetal dana serumu (FCS) (12483020 Gibco, Invitrogen, ABD) ve 5,5 mM
D-glikoz igeren “Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium” (DMEM) (11885-084, Invitrogen,
ABD) antibiyotiksiz besiyerine eklendi. 400 g'de santrifiij edildi. Yikama genellikle bir kez
daha tekrarlandi ve ayn1 besiyerine %30-35 kalabalik yapacak sekilde ekildi. Kiiltiir 37 °C'de
%10 CO2 ve %95 nem igeren Kkiiltiir sartlarinda yapildi. Kiiltiiriin kalite kontrolii ve
kontaminasyon varligr gozlenerek yapildi. Calisma materyalinin canliligi ve biiylimesi
morfolojik ve fizyolojik kriterler dahilinde giinliik izleme periyotlarinda takip edilmistir.
Kriterlerimize gore morfolojik acidan parlak, smirlart belirgin, hiicre-hiicre baglantisi
kurabilen, yapisan hiicreler i¢in 5-7 giin i¢cinde tam tabaka yapabilen, siispanse hiicreler i¢in
cogalan ve kiimelesebilen hiicrelerin saglikli bigimde tiredigi kabul edilmistir. Kalite kontrol
acisindan bir diger kriter de besiyerinin gelincik kirmizisi rengini korumasi ve seffafligi

kaybetmemesidir.

Pasaj ve Adaptasyon

%80-90 tabaka yapan MAE ve GENC hiicreleri tripsin (T6567, Sigma, Almanya)
¢ozeltisi (Ek 2) ile tripsinize edildi. Bunun i¢in kiiltiir siseleri 5 ml PBS (Ek 2) ile yikandi.
Iml tripsin eklendikten sonra hiicreler 37 °C'de etiivde 2 dakika inkiibe edildi. Tripsinin
inaktivasyonu i¢in siselere 7 ml besiyeri eklendi, karistirild1 ve silispanse hiicreler 15 ml’lik
tiipte toplandi, 400 g'de 5 dakika santrifiijlendi. Besiyeri uzaklastirildi, tiipe 10 ml besiyeri
eklendi ve hiicreler siispanse edildi. Hiicreler 1/7-1/10 oraninda seyreltilerek yeni 25 cm?
kiltiir siselerine ekildi.

EL-4 ve RAW 264.7 hiicreleri %60 oraninda kalabaliklastiklarinda kaziyict
yardimiyla kazindi ve toplanarak 400 g'de 5 dakika santrifiijlendi. Besiyeri uzaklastirildi ve
10 ml besiyeri i¢inde hiicreler siispanse edildi. Hiicreler 1/10 oranda 25 cm? kiiltiir siselerine
yeniden ekildi.

Dondurulmus halden yeni acilan hiicrelerin kiiltiire adaptasyonunda en az iki pasaj
beklendi. Ilk veya 2nci kiiltiirden sonra besiyerine 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin eklenmeye baslandi.

EL-4 ve RAW 264.7 hiicrelerinin orijinal %10 RPMI besiyerinden %10 DMEM
besiyerine adaptasyonu kademeli olarak her seferinde 1/4 oraninda RPMI'iln DMEM ile yer
degistirmesiyle saglandi. DMEM besiyerine tam adaptasyonu i¢in bir ek pasaj daha beklendi.
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Kryoprezervasyon

Tripsinize edilen ve/veya kaziyict ile kazinan hiicreler 7 ml besiyeri ile 400 g'de 5
dakika sogukta santrifiijlendi. Besiyeri uzaklastirildi. Her bir hiicre hatt1 900 ul besiyerinde
stispanse edildi, hizlica 100 ul DMSO (D2650, Sigma, Almanya) eklenerek karistirildi ve -20
°C’de 4 saat ve bir gece -80 °C’de kalan hiicreler ertesi giin s1v1 azot tankina konuldu. Benzer

islem stispanse hiicrelere de uygulandi.

Kiiltiir Ortam Optimizasyonu

Endotel hiicrelerinin %2, %5 ve %10 CO2 karbondioksitli etiivde ve ayrica
karbondioksitsiz etiivde oksijeni yakarak minimize edilmis kapali ortamda kiiltiir verimliligi
incelendi. Besiyeri formiilasyonunun sebep olacagi osmolitenin hiicrelere etkisi degisik
besiyerleri kullanilarak incelendi. Besiyerinde 25 mM HEPES ve/veya %7,5’lik NaHCOs'den

%10 ilavesinin pH stabilizasyonuna etkisi takip edildi.

CALISMA MODELINDE KULLANILACAK in vitro ENDOTEL HUCRE
GENOMUNDAA1’LER, A20 VE HO-1 GENLERININ PZR iLE ARANMASI

DNA izolasyonu

Tripsinize edilen MAE ve GENC hiicrelerden High Pure PCR Template Preparation Kit
(11796828001, Roche, Isvigre) kullanilarak prospektiisiinde énerildigi gibi DNA izolasyonu
yapildi. Bunun i¢in hiicreler 200 ul PBS ile resiispanse edildi, 200 pl baglanma tamponu ve
50 pl proteinaz K eklendi, hizlica pipetle karistirildi. Karisim 30 dakika 65 °C'de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 100 pl izopropanol eklendi, vorteks yardimiyla karistinildi. Kit
igeriginde bulunan niikleik asit baglama kolonu ve toplama tiipii birlestirildi ve 6rnek kolona
yiiklendi, 1 dakika 8000 g'de mikrosantrifiij ile santrifiijlendi, alt siviy1 igeren toplama tiipii
atild1 ve kolon yeni bir tiipe aktarildi. Kolona 500 ul inhibitor removal tamponu eklendi, 1
dakika 8000 g'de santrifiijlendi, toplama tiipii degistirildi, 500 ul yikama tamponu kolona
eklendi, 1 dakika 8000 g'de santrifiijlendi, toplama tiipii degistirildi, kolon 13000 g’de 10
saniye santrifiijlenerek yari-islak kurutuldu. 70 °C’ye 1sitilmis 200 pl eliisyon tamponu kolona
eklendi, 1 dakika 8000 g'de santrifiijlenerek niikleik asitler kolondan sokiildii ve tiipte
toplandi. Buz iizerindeki DNA Orneklerinin spektrofotometre ile saflik ve miktar tayini

yapilarak -20 °C’de sakland.
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Niikleik Asit Miktar ve Saflik Tayini

Bu ¢alismanin baslangicinda 6 adet klasik spektrometre (EK 3A) ve 2 adet nanodrop
spektrofotometre cihazlarinin performansi, optik dansitesi 0,100 ve 1,100 arasina ayarlanmis
ornekler kullanilarak Kkarsilastirildi. Bu tezde cihaz eki listesinde belirtilen klasik
spektrofotometrenin kullanilmasina karar verildi.

Olgiimden 6nce kuvartz kiivet 1 kez %70’lik etanol ¢ozeltisi ile ve ii¢ kez de distile su
ile yikandi. RNA orneklerin saflik ve tayini igin 100 pl hacimli kuvartz kiivet (105.201,
Hellma, Almanya) kullanildi. Spektrofotometre her bir absorbans degeri i¢in 6nce kor okuma
ile normalize edilmistir. Miktar tayininde, eliisyon tamponu ile 1/10 seyreltmis 6rnek, eliisyon
tamponuna karst 260 nm ve 280 nm UV dalga boylarinda 3 kez okundu ve alinan ortalamalar
kullanildi. Konsantrasyonun saptanmasi i¢in 260 nm dalga boyunda okunan absorbans degeri
asagidaki formiilde kullanildi:

Orneklerinin saflig1 260 nm’deki absorbans degerinin 280 nm’deki absorbans degerine
orani ile saptandi. A260/A280 oraninin DNA i¢in 1,8 olmasi 6rnegin saf oldugunu, 1,8’in
altinda olmas1 protein kontaminasyonunun, 1,8’in iistiinde olmasi RNA varligin1 gosterdi.
A260/A280 oranimnin RNA i¢in 2 olmasi 6rnegin saf oldugunu, 2’in altinda olmasi protein

kontaminasyonunun, 2’in iistiinde olmast DNA varligin1 gosterdi (143).

PZR ve Agaroz Elektroforezi

Al’ler, A20 ve HO-1 genlerinin GENC ve MAE hiicre genomlarinda varligi polimer
zincir reaksiyonu yontemi ile arandi. 100 nanogram (ng) DNA 6rnegi, 5 ul 10X PZR tamponu
(A1003, Biomatik, ABD), 0,4 ul dNTP (U1511, Promega, ABD), 25 (pmol/ul) ileri primer,
25 (pmol/ul) geri primer, 2,5 (uM/ul) MgCl> (A1003, Biomatik, ABD), 5 (iinite/ul) taq
polimeraz (A1003, Biomatik, ABD) ve 33 ul distile su ile karigtirildi. Kullanilan primerler
Tablo 7°de gosterilmektedir. PCR profili 94°C’de 3 dakika, 25 dongii; 94°C’de 45 dakika,
primerlerin erime noktasinda 45 saniye, 72°C’de 90 saniye ve son dongii 72°C’de 10 dakika
olarak uygulandi. Elektroforezde kullanilacak agaroz jel 100 ml Tris-borat-EDTA (TBE)
(B52, Thermo Scientific, ABD) (pH=8,3) tamponu iginde %1,5 (agirlik/hacim) agaroz
(A9539, Sigma, Almanya) olacak sekilde mikrodalga firminda (Ek 3A) isitilarak hazirlandu.
Jel yaklasik 50-60°C’ye geldiginde 12 pl etidyum bromiir (17896, Thermo Scientific, ABD)
eklendi, karistirildi ve kasete dokiildii, jel elektroforez tarag: yerlestirildi. Jelin dokiilecegi
kaset onceden %70’lik etanol ¢ozeltisi ile silindi ve yere paralelligi su saati ile saglandi. Oda
sicakliginda polimerlesen jel kasetle birlikte i¢cinde TBE tamponu bulunan elektroforez

tankina (Ek 3A) yerlestirildi ve tarak jelden ¢ikarildi. Elektroforez sistemi gii¢ kaynagia (Ek
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3A) baglandi ve sistem Once bos olarak 5 dakika 10 mV/mm yiiriitiildii. Jel yiikleme haritasi
olusturuldu ve buna gore kuyulara 8-10 mikrogram (ug) PZR 6rnegi 1:6 oraninda yiikleme
tamponu ile karigtirilarak yiiklendi. Kuyucuklarindan en az birine bant agirliklar1 belli olan
molekiil agirlik belirteci, iiretici firmanin talimatlarina uyularak aktarildi. Elektroforez 100
mV ve 400 mA akim ile baslatildi. Elektroforez boyunca akimin sabit tutulmasi saglandi.
Orneklerin yiiriimesi takip boyasiyla takip edildi. Takip boyasi jelin 2 cm ucuna yaklastiginda
elektroforez sonlandirildi. Jel lizerinde Al’ler, A20 ve HO-1 genlerine ait bantlar UV 15181

altinda transliiminatérde (Ek 3A) goriintiilendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

DNA izolasyonu ve PZR icin Optimizasyon On Calismalar

Purelink DNA Isolation Kit (K182000, Invitrogen, ABD) prospektiisii kullanilarak DNA
izolasyon optimizasyonu yapildi. Calisma sonucunda yikama c¢ozelti miktarinin %30
arttirllmasinin, yikama sayisinin iki katina ¢ikarilmasinin, spektrometrik ol¢limlerin farkl
spektrofotometrelerle kiyaslayarak yapilmasinin, farkli izolasyon kitlerinin denenmesinin,
coklu inkiibasyon silire ve sicakliklarinin denenmesinin en verimli sarti bulmada gerekli
oldugu anlasildi. Protein yikim basamagi i¢in 65 °C’de 20 dakika inkiibasyon yapildi. PZR
optimizasyon calismalar1 sonucunda jeldeki A20 ve Al’ler gen bolgelerine ait 6zgiil olmayan
bantlarin eliminasyonu i¢in primer konsantrasyonu 50 pmol/ul’den 25 pmol/ul’ye
indirilmesinin, A1’ler genleri igin primerin degistirilmesinin uygun oldugu saptandi. PZR
sonrasinda yapilacak agaroz jel elektroforezinde, aradigimiz gen disinda istenmeyen bagka
genlerin PZR iriinlerinin verebilecegi bantlarin jelde goziikmesi MgCl> ve primer
konsantrasyonlarinin ayarlanmasi, uzama ve polimerizasyon sathalarininda dongii siirelerinin

hizlandirilmas1 optimizasyonlari ¢aligsmalari ile engellendi.

CALISMA MODELINDEKI "DiYABET STRESINE YANIT VEREN ENDOTEL
HUCRE'" ORTAMININ BELIRLENMESI

Lokosit Izolasyonu

PBS'de ¢oziilmiis %2'lik Fikol-400in (F4375, Sigma, Almanya) 10:1 oraninda
meglumin ile veya PBS'de ¢6ziilmiis %2,6'lik nisastanin 10:8 oraninda meglumin ile 1,077
g/ml yogunluk saglayan optimize faz aywrici karisgim 16kositlerin eritrositlerden ayriminda
kullanildi. Faz ayirici karisim {izerine yar1 hacimde PBS ile yar1 yariya seyreltilmis

arastiricinin kendi heparinize kani yayildi. 25 dakika 350 g'de santrifiigasyon ardindan 16kosit
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iceren beyaz buffy coat toplandi, 16kositler PBS ile 2 kez yikanarak canliliklar1 mikroskop

altinda trifan mavisi ile dogrulanip kiiltiire alindi.

Pozitif Kontrol Lizati Hazirlama

E. coli hiicreleri Lauria broth (LB sivi besiyeri) (EK 2) besiyerine ekildi. 37°C’de
calkalayict su banyosunda gece boyu kiiltlir edilmistir. Ertesi giin 400 g'de, 5 dakika santrifiij
edildi ve 10 ml ¢okelti 10 ml ¢okelti 25 ml PBS'de buz iginde 1 saniyelik 3 torluk vurgu 3 kez
tekrar edilerek bakteriler homojenize edildi. Ust sivi 13.000 g'de toplanip porsiyonlanarak-
20°C’de stoklandi.

Siispanse Hiicre Sayimi

RAW 264.7 hiicreleri kaziyici ile kazindi ve 1/10 oraninda % 4'liik trifan mavisi
¢ozeltisi ile karistirilarak 5 dakika boyandi, Neubauer kamarasina yiiklendi, 151k mikroskobu
(Ek 3A) altinda 10 saha sayildi ve ortalamasi alindi.

Endotel Hiicreyi Tip | DM Stresiyle Aktive Eden Glikoz Konsantrasyonunun
Adezyon Testi ile Belirlenmesi
6 cukurlu mikro kiiltiir plaginda %50-60 tabakalasan MAE hiicreleri 5 mM normal
glikozu veya 33 mM yiiksek glikozu (Tip | DM modeli) temsil eden konsantrasyonlarla taze
besiyerinde 3 giin inkiibe edildi. Normal besiyerinde %65 ve yiiksek sekerli besiyerinde %85
tabakalasan hiicreler iizerine insan lokositlerinden 30.000 adet eklendi ve 4 saat kokiltiir
yapildi. Kokiiltiir sonras1 ¢ukurlar soguk PBS ile ii¢ kez yikandi, 20 dakika -20°C’de
saklanmig soguk %2’lik (agirlik/hacim) paraformaldehit (Ek 2) ¢ozeltisi ile oda 1sisinda fiske
edildi. Fiksasyon sonrasinda 10 dakika oda sicaklikliginda Mayer’in hematoksileni ile
boyandi, yikandi, benzer endotel tabaka iceren rastgele 10 sahada yapisan 16kosit sayisi invert
mikroskop altinda 20X objektifle sayildi. Her bir lamelden elde edilen sayilarin ortalamasi
alindi. Aktive edilmeyen endotel hiicrelere 16kosit yapisma sayilari, bulgularin
normalizasyonu i¢in kullanildi. Deney bulgular1 birbirinden bagimsiz deneylerle dogrulandi.
Deney test modelinde kullanilacak RAW 264.7 monosit/makrofaj hiicre hatt1 ile
uygulanabilirligi agisindan incelendi. Bunun i¢in 24 c¢ukurlu mikroplaktaki MAE hiicre
tabakas1 taze besiyerinde 3 giin inkiibe edildi ve besiyerleri her 12 saatte bir yenilendi. Es
zamanli olarak RAW 264.7 hiicreleri de ayn kiiltiir siselerine ekildi ve kiiltiir edildi. Ug giin
sonra tabaka yapist %90-100 saptanan MAE hiicrelerinin besiyeri, i¢inde RAW 264.7

hiicrelerinden 40.000 adet igceren besiyeri ile sahaya esit dagilim saglayacak manipiilasyonla
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degistirildi. Ayrica (+) kontrol olarak kullanilacak ¢ukurdaki tabakaya 50ul E.coli lizati
eklendi. Hiicreler 37°C, %5 CO2, %95 nem Kkiiltiir sartlarinda 3 saat kokiiltiire edildi. Kokiiltiir
sonrasi ¢ukurlar nazik¢e 26°C’deki 1 kez PBS ile yikandi, 20 dakika -20°C’de saklanmis
soguk %2’lik (agirlik/hacim) paraformaldehit ¢ozeltisi ile oda 1sisinda fiske edildi. Fiksasyon
sonrasinda ¢ukurlar 1 kez PBS ile bas asag1 ¢evrilerek yikandi. 25 dakika Wright boyasi ile
boyandi. Sonrasinda ¢ukurlar 1 kez PBS ile yikandi, nemli halde iken invert mikroskopla 10X
objektif altinda 10x10 okiiler mikrometre yardimiyla tiim saha incelenerek degerlendirildi.
Endotel tabakalanmanin %90-100 oldugu bdlgeler incelendiginde g¢ukurun merkezi ve
periferinde farkli ama tutarli 16kosit dagilimi oldugu goriildii. 5'i perifer ve 5'i merkezde
rastgele 10 alan sayildi. Bolgesel alan sayilarinin tutarlilig izlendikten sonra her bolgenin
sayilarinin aritmetik ortalamasi bulundu. Aktive edilmeyen endotel hiicrelere RAW 264.7
hiicrelerin yapigsma sayilari aktive edilmislerinkinden c¢ikartilarak bulgularin normalizasyonu

yapildi. Deney bulgular1 birbirinden bagimsiz iki deneyle dogrulandi.

Endotel Hiicreyi Tip Il DM Stresiyle Aktive Eden Insiilin Konsantrasyonunu
Belirlenmesi

Endotel hiicreyi aktive eden insiilin miktarinin belirlenmesi igin ilgili literatiir (145-149)
ve onceki ¢alismalarimizdan elde edilen Bilgiler (150) dogrultusunda endotel hiicre tabakast
10-1.200.000 ulU/ml aras1 degisik insiilin konsantrasyonlarina maruz birakilarak optimum
konsantrasyon arasgtirilmistir. Deneylerde besiyerine insiilin degradasyonunu engellemek

tizere 50 pmol proteaz inhibitor kokteyli eklendi.

1- Lokosit adezyon testi ile belirleme: 6 ¢ukurlu plakalardaki lamellere ekilen MAE
p35 hiicreleri %2 CO2, 37°C ve %95 nem kiiltiir sartlarinda %10 FCS 5,5 mM D-glikoz
iceren DMEM i¢inde %60 tabakalastiktan sonra 10, 100, 1000, 2500, 10.000, 25.000,
100.000, 300.000 ve 1.200.000 pIU/ml domuz insiilini (I 5523, Sigma, Almanya) ile 48 saat
kiiltiirde muamele edildi. RAW 264,7 monosit hiicreler her bir ¢ukura 30.000 eklenmistir. 4
saat kiiltiir sonras1 kokiiltlir lamelleri buz lizerinde %2’lik paraformaldehitle 20 dakika fikse
edilmis, 3 kez yikandi, 10 dakika oda sicaklikliginda Mayer’in hematoksileni ile boyand: ve
invert mikroskop altinda 20X objektifle yapisan lokositler 10 sahada sayildi. Sayilarin

ortalamasi aliarak karsilagtirma yapildi.
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2- Indirekt immiin floresans mikroskopi yontemi ile CD62e ifadesi belirleme: Test
plaginda lameller tizerinde kiiltiire edilen endotel tabakasi PBS ile yikandiktan sonra -20°C'de
asetonla 5 dakika fikse edilip %2’lik BSA (A 2153, Sigma, Almanya) ile oda 1sisinda
doyuruldu, 1/20 seyreltilmis biyotin isaretli anti- fare CD62e (553750, Pharmingen, ABD)
antikoru ile 90 dakika oda sicakliginda boyandi, yikandi, 90 dakika oda sicakliginda 1/20
seyreltilmis avidin-FITC ile inkiibe edildi, her biri 5 dakika olmak {izere 6 kez yikandi,
mounting medyumla ve lamelle kapatilip boyanan yiizeyler floresans mikroskobunda

degerlendirildi.

3- Dot-blot yontemi ile IL-6 ifadesini belirleme: Bir st boliimdeki dencyde
anlatildig1 gibi MAE hiicreleri degisik konsantrasyonlarda insiilinle muamele sonras1 kiiltiir
iist stvilart toplandi ve -80°C’de saklandi. Coklu set hazirlanan nitroselliiloz membranda
isaretlenen noktalardan her birine bu kiiltiir iist stvilarindan her seferine 20 ul olmak {izere
toplam 100 ul besiyeri yedirildi ve membranlar kurumaya birakildi. Membran setleri %4 liik
BSA ile bloklandi, 1/20 seyreltilmis biyotin isaretli tavsan anti-fare IL-6 antikoru (Biosource
KMC-0061, ABD) ile 60 dakika oda sicakliginda boyandi, yikandi ve her bir set 1/100
seyreltilmis streptavidin-AP, 1/100 seyreltilmis anti-tavsan HRP, 1/100 seyreltilmis avidin-
FITC veya 1/150 seyreltilmis streptavidin-teksas kirmizist konjugelerinden biriyle boyandi,
her biri 5 dakika olmak iizere 6 kez yikandi. AP konjugatla boyanan set pNPP substrati ile ve
HRP konjugatla boyanan set DAP ile renklendirilerek boyanmalar degerlendirildi. Floresans

isaretli konjugatla boyanan setler mikroskop altinda degerlendirildi.

FARKLI DIYABET STRESLERINE KARSI ENDOTEL HUCRENIN

MONONUKLEER HUCRELERI BAGLAMA YANITLARININ ARANMASI

Adezyon profilleme c¢alismasi GENC endotel hiicrenin farkli diyabetik stres
kosullarinda farkli mononiikleer 16kositleri farkli adeze etme kapasitesini anlamak ig¢in
yapildi. MAE icin saptanan yiiksek seker ve insiilin konsantrasyonunun GENC hiicrelerinin

de aktivasyonunu sagladig1 6n ¢alismalarda dogruland.

um? Endotel Tabakada Endotel Hiicre Sayisinin Hesaplanmasi

GENC hiicreleri 24 ¢ukurlu ve her biri 1,9 cm? alaninda olan mikroplak ¢ukuruna
ekildi, tek tabaka olustugunda PBS ile 2 kez soyulmaya kars1 nazik¢e ve mikroskop altinda
izlenerek yikandi, ve tizerine 2 ml % 4’lik trifan mavisi (Ek 2) eklendi, 20 dakika boyandi, 5
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ml PBS ile 2 kez yikandi. Islak ¢ukurlardaki hiicreler 10 sahada invert mikroskop (Ek 3A)
10X biiyiitmeli objektifte altinda, 10X 10 okiiler mikrometre ile sayildi. 10 sahaya ait verilerin

ortalamas1 alind1 ve 100 pm?’deki hiicre sayis1 bulundu.

Endotel Hiicreye Yapisan Mononiikleer Hiicre Sayisinin Adezyon Testi ile
Belirlenmesi

24 cukurlu kiiltiir mikroplagin ¢ukurlar1 fibronektin ile kaplandi. Her bir cukura GENC
hiicresi ekildi, kiiltiir edildi. Es zamanli olarak EL-4 ve RAW 264.7 hiicreleri de ayn kiiltiir
siselerine ekildi ve kiiltiir edildi. Ug giin sonra %60 tabakalasan GENC hiicre besiyeri su ii¢
farkli aktive edici ortamin besiyeri ile degistirilerek hiicreler inkiibe edildi: Tip I DM igin
yiiksek glikozlu ortam (33 mM glikoz), Tip II DM igin yiiksek insiilinli ortam (5,5 mM
glikoz, 125 mikrointernasyonel {inite (uIU) insiilin) ve IGT i¢in hem yiiksek glikozlu hem
yiiksek insiilinli ortam (33 pM glikoz, 125 plU insiilin). Aktivasyon icin 3 giin inkiibasyon
yapild1 ve besiyerleri her 12 saatte bir yenilendi.

Adezyon profilleme testine baslama 6ncesi normal konsantrasyonlarda kiiltiire edilmis
cukurdaki tabakaya (pozitif kontrol) son 3 saat 50 ul E. coli lizat1 eklendi ve kiiltiir sartlarinda
inkiibe edildi. EL-4 hiicrelerinin sayimi yukarida RAW 264.7 hiicreleri i¢in anlatildigi gibi
yapildi. Adezyon profilleme testine EL-4 veya RAW 264.7 hiicrelerinden 40.000 adet ilgili
test ¢ukurlarina eklenerek baslandi. Hiicreler 37°C, %5 CO2, %95 nem kiiltiir sartlarinda 3
saat kokiiltiire edildi. Kokiiltiir sonrasi gukurlar yukarida “Endotel Hiicreyi Tip | DM Stresiyle
Aktive Eden Glikoz Konsantrasyonunun Adezyon Testi ile Belirlenmesi” boliimiiniin ikinci
kisismdaki RAW 264.7 hiicreleriyle yapilan testte anlatildigi gibi yikandi, boyandi ve
mikroskopta sayildi ve sayilarin normalizasyonu yapildi. Normalize sayilar 100 pm? plastik

yiizeyde 87 adet endotel hiicreye yapisan cinsinden hesaplanarak kullanildi.

Optimizasyon On Calismalar

Caligmalarda; 1) deneye baslanacak tabaka % seviyesi; 2) tabakanin olusturulacag:
zemin materyal; 3) tabakaya eklenecek silispanse hiicre adedi; 4) endotel hiicre ¢esidi; 5)
fiksasyon sart1; 6) Wright boyasi, hematoksilen ve Eozin, ve Giemsa arasindan kullanilacak
boya; 7) tabakay1 zedelemeyen yikama metodu; 8) 6, 12, 24, 48 ve 96 cukurlu mikro kiiltiir
plaklardan uygununun se¢imi; 9) aktivasyon siiresi; 10) kokiiltiir siiresi; 11) boyama siiresi;
12) pozitif kontrol i¢in kullanilacak lizat miktarinin belirlenmesi; ve 13) okuma diizeninin
belirlenmesi icin 10 adet ¢aprazlama deneyler yapildi. Okuma diizeninin belirlenmesi, yapisan

hiicrelerin c¢ukurlara homojen dagilmamasi sorununu gidermek iizere yapildi. Buna gore,
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cukurlarin tabaka goriintliisi 4X biiyiitmede 49 sanal alana bdoliindii. Her bir alanda
yapigsmanin ¢ok yogun, orta yogun ve az yogun oldugu bolgeler belirlendi ve koordinatlar
saptandi. Cok yogun ve orta yogun yapigsma olan bolgeler kullanilarak 10X biiyiitme objektifi
ve 10x10 okiiler mikrometre ile rastgele 5’ser sahada yapisan hiicreler sayildi. Her yogunluk
grubundaki sayilar kendi i¢inde manuel tutarli bulundu (ham veri) ve grupsal ortalamalar

alindi.

FARKLI DIYABET STRESINE KARSI ENDOTEL HUCRENIN KORUYUCU
GEN mRNA’LARINI iIFADELEME YANITLARININ ARANMASI

RT-PZR c¢alismalar1 aktiflenmis MAE ve GENC endotel hiicrelerinin, qRT-PZR
calismalar1 ise aktiflenmis GENC endotel hiicresinin farkli diyabetik stres kosullarinda
Al’ler, A20 ve HO-1 koruyucu genlerini mRNA diizeyinde hangi oranlarda ifade ettiklerini
anlamak i¢in gerceklestirildi. MAE igin saptanan yiiksek seker ve instilin konsantrasyonunun
GENC hiicrelerinde de aktivasyon sagladigi yukarida adezyon profilleme metodunda
belirtilmisti. Endotel hiicreler {i¢ farkli aktive edici ortamin besiyeri ile farkli saatlerde
muamele edilerek aktive edildi. Calismalar dort asamali yapildi; (1) %80-90 tabaka endotel
hiicreleri Tip I DM igin yiiksek glikozlu ortamda (33 mM glikoz); Tip II DM i¢in yiiksek
instilinli ortam (5,5 mM glikoz, 125 mikro internasyonel iinite (uIU) insiilin) ve IGT i¢in hem
yiiksek glikozlu hem yiiksek insiilinli ortam (33 uM glikoz, 125 ulU insiilin) aktivasyonu; (2)
Total RNA izolasyonu; (3) Total RNA’lardan tek dongii ters transkipsiyon reaksiyonu ile
komplementer DNA (cDNA) sentezi; (4) Aranan genlere ait cDNA’larin polimer zincir
reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi ve sonuglarin karsilagtirilmasi. Sonuglarin giivenirligi en az iki
bagimsiz deneyde tutarl sonug elde edilmesiyle saglandi. Bu deneylerde tiim tiip ve siseler %
0,1 dietilplirokarbonat'li (DEPC) (D5758, Sigma, Almanya) ¢6zeltide 1 gece bekletildikten
sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.

Total RNA izolasyonu

Yukaridaki adezyon profilleme c¢alismasinda belirtilen ii¢ farkli aktivasyon sartinda ve
belirlenen periyotlarda aktive edilen ve edilmeyen MAE velveya GENC (p21-24)
hiicrelerinden Purelink RNA Isolation Kit (12183018A, Invitrogen, ABD) kiti kullanilarak
prospektiisiinde onerildigi gibi total RNA izole edildi. Bunun i¢in 1/7 veya 1/5 oranda ekilen
ve 4 giin kiiltiire edilen endotel hiicrelerin besiyerleri aktivasyon i¢in degistirildi ve hiicreler

aktive edildi. Aktivasyon siiresi dolan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi ve 25 cm kare
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aktive tabakaya 990 pl liziz tamponu+10 pl beta merkaptoetanol eklendi, kaziyici ile hiicreler
kazindi, steril enjektorle 12 kez homojenize edildi. Homojenata 1:1 oraninda %70’lik etanol
¢ozeltisi eklendi, vortekslendi, karisim kit igeriginde bulunan niikleik asit baglayic1 kolona
yiiklendi, kolon mikrosantrifiij ile 12800 rpm’de 45 saniye santrifiijlendi, alt sivi atild1 ve
kolona 350 ul yikama tamponu I eklenerek 12800 rpm’de 45 saniye santriftijlendi, 80 pl
DNaz ¢ozeltisi (18068-015, Invitrogen, ABD) eklendi ve kolon oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edilerek DNA'lar yikildi. Kolon iki kez 500 ul yikama tamponu II ile 12800 rpm’de 45
saniye santrifiijlenerek yikandi,13000 rpmde 1 dakika santrifiijlenerek yari-islak kurutuldu. 25
ul DEPC’le muamele edilmis ultra saf su eklendi, 2 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
yapildi. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek total RNA yeni toplama tiipiine eliie edildi.
Kolonda eliisyon yeni su ile tekrar edildi. Hemen kullanilan 6rnekler icin saflik ve miktar

tayini yapildi. Kullanilmayan 6rnekler -70°C’e kaldirildu.

cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA o6rneklerine ait cDNA’lar, First Strand cDNA Synthesis Kiti
(K1612, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak prospektiisiinde onerildigi gibi sentezlendi.
Buna gore; 3 pg total RNA o6rnegine oligodT primer eklendi, DEPC’le muamele edilmis ultra
saf su ile hacim 11 pl’ye tamamlandi. Karisimdaki muhtemel kivrilmis tek zincir RNA’larin
acilmas1 ve primerin RNA’ya rahatca baglanabilmesi i¢in karigim termal dongii cihazinda
65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi karisim 3 dakika buzda bekletildi, mini
spin (Ek 3A) ile dondiiriiliip tekrar buz lizerine konuldu. Karigima 4 pul reaksiyon tamponu, 1
ul RNaz aktivitesini inhibe eden ribolock RNAse inhibitor (20 iinite/ul), 0,5 mM dNTP’ler ve
1 pl ters transkriptaz enzimi (200 tinite/pl) eklendi. Ters transkripsiyon, PZR termal dongii
cihazinda tek dongiide; 37 °C’de, 30 dakika, 45°C’de, 30 dakika; 70°C’de, 5 dakika profiliyle

yapildi. Reaksiyon sonrasi sentezlenen cDNA’lar porsiyonlandi, -70°C’de saklanda.

Endotel Hiicrede ifade Eden Koruyucu Gen mRNA’larmmn Ters Transkriptaz
Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile Belirlenmesi

cDNA ornekleri Al’ler, A20 ve HO-1 mRNA dizilerine 6zgii primerler kullanilarak ve
yukarida PZR ile DNA’da gen arama bdliimiinde agiklanan metotla termal dongili cihazinda
(Ek 3A) cogaltildi. PZR reaksiyonunda kullanilan primer ¢iftleri Tablo 7°de gosterilmistir. 2
ul cDNA 6rnegi, 5 ul 10X PZR tamponu, 0,4 (uM/ ul) dNTP’ler, 10 (pmol/ pl) ileri primer,
10 (pmol/ pl) geri primer, 2,5 (uM/ul) MgCl2, 5 (tinite/pl) taq polimeraz ve 33 pl distile su ile

kanistirildi. PZR profili 94°C’de 3 dakika, 35 dongii; 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye,
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72°C’de 60 saniye ve son dongii 72°C’de 10 dakika olarak belirlendi. Elektroforez yukarida
ayni boliimde anlatildigi gibi yapildi ve goriintii alindi. Farkli olarak jel yogunlugu %2
(agirlik/hacim) olarak kullanildi.

Optimizasyon tablosunda (Tablo 4) testlerimizin 6n ¢alismalar1 goriillmektedir.

Koruyucu Gen mRNA’larimin ifade Kinetiginin ve Belirlenen Saatlerde Bagil
Seviyelerinin RT-PZR ile Saptanmasi
Aktive endotel hiicrede ilgili genlerin ifade kinetiginin Tip I DM modelinde
saptanmasinda; (1) MAE hiicrelerinin A1’ler, A20 ve HO-1 genleri 2, 4, 6, 9, 12, 24, 48 saat
boyunca incelenmistir; (2) GENC hiicrelerin A1’ler ve A20 genleri i¢in 2, 4, 6, 9, 12, 24, 48
saat ve HO-1 geni 4 ve 6 saat boyunca incelenmistir.
Kinetigin Tip II DM modelinde saptanmasinda GENC hiicreleri kullanilmigtir. A1’ler
ve A20 genleri 2, 4, 6, 12, 24, 48 saat; HO-1 geni 2, 4, 6, 9 saat boyunca incelendi.
Kinetigin IGT modelinde saptanmasinda GENC hiicreleri kullanilmigtir. A20 ve HO-1
genleri i¢in 4. saat; Al’ler genleri icin 6. saat ifadelenmeleri incelendi.
Agoraz jelde en keskin yogun bant tek adet oldugunda o saat; birden fazla keskin ve
yogun bant varsa bunlardan literatiire uygun olan1 bagil seviyelerin saptanmasi deneyleri igin
secilmigtir. Bunlar belirlendikten sonra ilgili genlerin bagill mRNA ifade seviyeleri

karsilastirmali olarak RT-PZR ile dlglilmiistiir.

Endotel Hiicrede ifade Eden Koruyucu Gen mRNA Bagil Seviyelerinin Gergek
Zamanh RT-PZR (qRT-PZR) ile Belirlenmesi

GENC hiicreleri ifade kinetigi ¢alismasi ile belirlenen saatler kullanilarak deneyler
yapildi. Al’ler ve HO-1 genleri i¢in tiim aktivasyon sartlar1 6 saat, A20 geni i¢in Tip | DM ve
IGT deney modeli aktivasyon sartlar1 4 saat, Tip II DM aktivasyon sart1 6 saat siire ile aktive
edilmis ve edilmemis izole total RNA’lar1 ile elde edilen cDNA’lar kullanildi. Absolute gPCR
SYBR Green ROX Mix (AB1163, Thermo Scientific, ABD) mastir miksi kullanilarak
prospektiisiinde onerildigi gibi her bir gene ait tiiplere 12,5 pl mastir miks, 70 nM ileri primer
ve 70 nM geri primer, 7 pl distile su ve 2,5 pl cDNA 6rnegi karigtirildi. Karigimi plaga
yiikleme haritasina gére buz lizerindeki 96 ¢ukurlu RT-PZR plagina triplike olarak yiiklendi.
Her bir genin tilipiine benzer sekilde hazirlanan ancak primerleri kontrol geni HPRT-1 igceren
paralel set de plakta yer aldi. Plagin iistiine SYBR yesili ve ROX boyasinin emisyon 1s1masini
gecirebilen, buharlagsmadan koruyucu seffaf bir film yapistirildi. Isidan kaynakli olusabilecek
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kagaklara karst filmin plaga iyi yapismasi saglandi. Plak gercek zamanli termal dongii
cihazina yerlestirildi. Elektrik kesintilerine karsi cihaz bir gii¢ destekleyicisine baglandi.
95°C’de 15 dakika, 40 dongii; 95°C’de 15 saniye, 57°C’de 1 dakika, 72°C 30 saniye profili

ile reaksiyon ger¢eklestirildi. Sonuglar 3,54 versiyon “Analyslcycler” programiyla elde edildi

Istatiksel Analiz

Farkli diyabet streslerine karsi endotel hiicrenin mononiikleer hiicreleri baglama
yanitlarinin aranmasinda stres ve kontrol arasinda anlamli farklilik olup olmadigini test etmek
icin ANOVA istastistiksel testi uygulanildu.

Farkli diyabet stresine karsi endotel hiicrenin koruyucu gen mRNA’larini ifadeleme
yanitlarinin aranmasinda Al’ler, A20, HO-1 gen ifadesindeki farklanma REST 2009 programi1
kullanilarak yapildi. Buna gore; bagimsiz yapilan qRT-PZR testi sonrasinda her bir gen igin
elde edilen iiglii CT degerlerinin ortalamasi belirlendi ve bagimsiz yapilan iki deneyin
2 ~(Delta Delta Ct)

ortalama CT degerlerinin ortalamalart alinarak tek seri CT degeri elde edildi.

metoduna gore istatistiksel anlamlilik aranda.

RT-PZR ve gRT-PZR icin Optimizasyon On Cahsmalar

Al’ler, A20 ve HO-1 genlerinin diyabetik stres kosullarina yanit ifade profillerini RT-
PZR yontemi ile saptamada 11 adet test parametresinin optimizasyonu 33 adet 6n ¢alisma ile
MAE ve GENC hiicrelerinde gerceklestirildi.

On ¢alismalarin dokiimii toplu halde ve yapilma sirasiyla numaralandirilmis olarak

Tablo 4’de ve ayrintis1t EK 4°de verilmistir.
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Tablo 4. RT-PZR ve gRT-PZR optimizasyon deneylerinin dokiimii

ilgili optimizasyon deneyinde uygulanan veya kullanilan degisken
TP Amag - tot RNA .
no D no Hiic gen kont aktiv aktiv st RNA izol cDNA p”.’.f" . ct | AgEP Denat plak cihaz Ma_ster primer DNaz Yontem
gen (saat) (ug) kit (40 dongii) EP Miks
1 GENC| A1,A20, | HPRT | YG Yi', 2,24,48 0,5 11 30 pmol/ul gRT-PZR
HO-1 YG+YI Roche 94°C’de 15 san,
Baslangig total RNA veriminin é 238 i 37°Cde 1 dak Fast start 10 pmol/ul
1 :;“g‘ﬁii‘l ve miktarinin MAE | ALA20, YG 48 2 Roche 94°C’de 10 dak, SYBR .,
P 5 HO-1 Ve Pure 94°C’de 15 san,
link 57°C’de 1 dak
B [ mAE | A2 YG 48 3 + .
2 | PZR profili optimizasyonu 4 1. deney RNA's1 Roche y
5 yukarida 5. deney bkz 110, "
6 bir iistteki 5. deney tekrar 5188’0 .
3 cDNA dilusyon oraninin 7 MAE | Al YG 24 2 .
belirlenmesi 9 GENC| A20 YG 48 Pure 1/1, 1/10 ¥
10 MAE, | 9. deney dogrulama link
GENC Fast start
11 10. deney dogrulama SYBR .
Kullanilan malzemelerin kalite 5 pukandagagehey big kaE)?k. "
4 kontrolii degisim
6 yukarida 6. deney bkz kapak O.K. .
2 yukarida 7. deney bkz Bioneer ve .
5 Gergek zamanli termal dongii ABI,
cihazinin kalite kontrolii 8 7. deney dogrulama 94°C’de 10 dak, Bioneer "
94°C’de 15 san, O.K.
MAE | A20 YG 48 2 11 57°C’de 1 dak Fast start | 300 nM ¥
Mastir miks degisimi/se¢imi ve 12 Absolute 70 nM "
6 | primer konsantrasyonunun gPCR
belirlenmesi MAE | A20 YG 48 2 1/1 300 ve 70 "
13 F_>ure M
14| MAE | A20 YG 48 2 link .
15 GENC| A20 YG 48 2 1/1 y
MAE | Al,A20, YG 48 "
16 HO-1
7 Optimize deney sartlart kontrolii 17 bir fistteki 16, dency tekrar -
18 MAE | Al,A20, YG 48 Pure i
HO-1 link 70 "M
19 | biriistteki 18. deney A20 igin tekrar Absolute ¥
MAE | A20 YG 48 Pure gPCR .
20 link
e 20. deney materyali 94°C’de 10 dak, "
8 | qRT-PZR profili optimizasyonu ” 94°C"de 15 san,
57°C’de 1 dak
72°C’de 30 san
29 MAE | A20 YG 48 P_ure + + var/ y
9 | RNA kalite kontrolii link yok
23 22. deney dogrulama + + T
10 | Optimize deney sartlar1 kontrolii . yukarida 24. deney bkz RT
. . HPRT ve
11 | Internal kontrol kontrolii 30 GADPH

TP: Test parametresi; D no: Deney numarasi; hiic: kullanilan hiicre; kont gen: kontrol geni; aktic: aktivasyon kosulu; aktiv sii: aktivasyon siiresi; tot RNA: deneyde kullanilan RNA miktari; RNA izol kit: kullanilan izolasyon kiti; CONA: cDNAnin seyreltilme durumu;

ct: Delta CT 1s1masinin saptanma durumu; Ag EP: agaroz elektroforezinde saptanma durumu; Denat EP: Denatiire edici RNA elektroforezinde saptanma durumu; plak: deney plagimin durumu; primer: kullanilan primer miktari; DNaz: DNaz kullanilma durumu
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Tabloda sol birinci ve ikinci siitunda numara ve amact verilen 11 adet test parametresi ligiincii siitunda
numaralandirilan 25 adet deneyle optimize edilmistir. i¢inde birden ¢ok parametre test edilen deneyler tabloda
birden ¢cok amag¢ basligr altinda yer almaktadir. Ayn1 deneyler ayni renkte olmak iizere bunlarin numaralari

renklendirilmistir. Sonraki 18 adet siitunda gosterilen degiskenlerin adlar1 ikinci satirdaki baslikta verilmistir.

Yapilan deneylerle, RT-PZR ve qRT-PZR ¢alismalarinda niikleik asit saflik ve miktar
tayin yontemi, cihaz ve test plak/tiip kaplayicisi, total RNA ve cDNA depolama kosulu, deney
boyutu, lizat homojenizasyon yontemi, PZR profili, mRNA eldesinde kullanilacak total RNA
ve ¢cDNA miktari, cDNA sentez inkiibasyon kosulu, RNA izolasyon ve master-miks Kitleri,
primer konsantrasyonu ve tot RNA’nin DNA kontaminasyonu 6n ¢alismalarda incelendi ve
optimize edildi. Sonug olarak; 1) RNA elde etmede verimin arttirilmasi, manipiilasyon
iyilestirme, etkin spektrometre sartinin olusturulmasi, kit degistirme ve DNaz kullanim
etkisinin denatiire edici jelde incelenmesi ile; 2) kullanilacak optimum RNA miktar: ve
c¢cDNA miktarinin saptanmasi karsilastirmali c¢aligmalarla; 3) diyabetik strese karsi
hiicrelerde ilgili genlerin ifade profilinin saptanmasi, ¢oklu hiicre hatti kullanimi, RT-PZR
profilinin optimizasyonu, deneylerde bantlarin agaroz jelde takibinin yapilmasi ile; 4) qRT-
PZR yontemiyle etkin profil elde edilmesi, etkin gercek zamanli PZR cihazinin ve test plagi
kosulunun saptamasi, etkin mastir miks ve primer konsantrasyonunun belirlenmesi, isler
referans gene karar verilmesi ve gRT-PZR profilinin optimizasyonu ile saglanmistir.

Optimizasyon deneyleri Ek 4’de gdsterilmistir.
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BULGULAR

Bulgular asagidaki sirada sunulmustur:

1- Biyobilisim ¢alisma bulgulari

2- Calisma modeli kurulmasi bulgular
3- Monosit-T hiicre yapigma profilleri

4- Al'ler, A20 ve HO-1 mRNA ifade kinetikleri ve profilleri

Al’ler, A20 VE HO-1 GENLERIi, PRIMERLERI VE miRNA’LARI iCiN
YAPILAN BiYOBILiSIM CALISMA BULGULARI
Mus musculus tiiriiniin A1’ler, A20 ve HO-1 genleri birbirinden farkli yapilarda ve farkli

ailelerde yer alan genler olarak bulunmustur. Bunlarla ilgili bilgiler Tablo 5’de ve devaminda

gosterilmistir.
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Tablo 5. A1’ler, HO-1 ve A20 genlerinin pozisyonlar: ve genomik icerikleri

Gen Kromozom/Pozisyon Uz(t:)r;l)uk Ekzon sayisi isn;;)srln CDS pozisyonu
Ala 8892.252%?180825552920 5497 2 3 132-650
Alb 891895;%?180;200?838 8565 2 3 88-606
Ale 11432655%?1101?320578 443 1 2 165-311
Ald 887235?3%?180827093850 8561 2 3 132-650
A0 19010069k1r8?862?410 14501 9 10 274-2601
HO-1 75035;{3{“;’522&593 6976 5 5 133-1002

b¢: Baz ¢ifti; CDS (kodlanan DNA dizisi): DNA iizerindeki genin mRNA transkript dizilerinden protein olarak
kodlanan bolgesi

Tablonun sol siitununda aranilan genlerin isimleri verilmistir. Bu genlerin hangi kromozomda oldugu, bulundugu
kromozomdaki pozisyonu (kromozomdaki niikleotid siras1), gen uzunluklari, ekzon, intron sayilar1 ve CDS
bolgelerinin  pozisyonlar: iist satirda bagliklar halinde verilmistir. Genlerin genomik igerigi tabloda

goriilmektedir.

Bu calismada Ala geninin ayn1 kromozom iizerinde ardinda Alb, Alc ve Ald genleri
ile yan yana bulundugu ve digerleri ile %99 homoloji gdstermekte oldugu goriildii. Ilk ii¢ gen
birbirlerinden nokta mutasyonlarla ayrilmaktadir (134). Literatiirde Ala, Alb, Alc ve Ald
genlerinin birbirinden farklandirilmadan ve Al geni adi altinda toplanarak incelendigi 105
adet ¢alisma goriilmiistiir. Sadece Ala geniyle yapilan 6 adet, Ala ve Alb genlerinin birlikte
incelendigi 1 adet ¢alisma rapor edilmistir. Segtigimiz RT-PZR primeri Ala, Alb, Alc ve
Ald genlerinde ayni dizileri igeren ikinci ve ligiincii ekzon bolgelerinden segilmistir.

Al lokusunda Ala, Alb ve Ald genleri iki ekzon ve {i¢ intron bdlgelerine sahiptir
(Sekil 10a). Alc geni ise tek ekzonlu iki intronlu bir gendir (Sekil 10b).
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a) 5° 3°
[ T I |

b) 5° 3°

[ B ]

Sekil 10. Mus musculus Ala, Alb, Alc ve Ald gen haritalar

Yukaridaki sekillerde Ala, Alb, Alc ve Ald genlerinin sematik gosterimi bulunmaktadir. a) Ala, Alb ve Ald
genleri ortak genomik semasi. Ala, Alb ve Ald genleri iki ekzon ve {i¢ intron boélgeleri sahiptirler. Ayni
zamanda genlerin ekzon ve intron uzunluklari yaklagik aymidir. Sekilde kirmizi ile gosterilen bolge ekzon
bolgelerini, beyazla gosterilen bolge ise intron bolgeleri temsil etmektedir. b) Alc geni genomik semasi. Alc
geni tek ekzon ve iki intron bdlgesine sahiptir. Geni uzunlugu, ekzon ve intron bolge uzunluklar1 diger genlere
gore daha kisadir. Onceki sekilde oldugu gibi kirmmiz1 bélgeler ekzon, beyaz bolgeler intron bdlgelerini ifade

etmektedir.

A20 geni 9 adet ekzon vel0 adet intron bdlgesinden olusmaktadir (Sekil 11). Ayrica,
bes farkli olasi promotor bdlgesi bulunan gen kabul edilmis {i¢ alternatif poliadenilasyon
bolgesine sahiptir. Gene ait 6 adet farkli alternatif spliced varyant ve 1 adet splicedlanmamis
form tanimlanmistir. mRNA’lar arasindaki farkliliklar; 5° u¢daki kisaltmalarla; 9 adet kaset
ekzonun olup olmamasiyla; ekzonlarin farkli sinirlarla birlesmeleriyle ve intronlararasi
alternatif kivrilmalarla olugsmaktadir. 6 adet spliced ve 1 adet splicedlanmamis mRNA, 7 adet
olas1 protein izoformu kodlamaktadir. Ug izoform gosterilmis olup geriye kalan izoformlar
kismen tamimlanmistir. Sectigimiz RT-PZR primeri {i¢linci ve dordiincii ekzonlari

igerdiginden biz bu ¢alismada tiim izoformlar1 kodlayan mRNA’lar1 saptadik.

s 3
| | ] || N W W N

Sekil 11. Mus musculus A20 gen haritasi
Sekildeki semada kirmiz1 ile gosterilen bolgeler A20 genine ait 9 adet ekzon bolgesini, beyaz ile gosterilen

bolgeler ise 10 adet intron bolgesini gostermektedir.
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HO-1 geni 5 adet intron ve 4 adet ekzon bolgesi igermektedir (Sekil 11). Gen iig
alternatif spliced varyant ve bir splicedlanmamis varyant olmak tizere 4 adet farkli mRNA
ifadelemektedir. Gene ait iki olas1 alternatif promotor bolgesi ve iki alternatif kivrilmayan son
ekzon bulunmaktadir. mRNA’lar arasindaki farkliliklar 3° u¢ kisaltmalarla ve ekzonlarin
farkli simirlarla birlesmeleriyle olusmaktadir. Ug “spliced” mRNA olast ii¢ protein izoformunu
kodlamaktadir. Sectigimiz RT-PZR primeri ikinci ve tglincli ekzonlari igerdiginden biz bu

caligmada tiim izoformlar1 kodlayan mRNA’lar1 saptadik.

5, 3’
| || || | | ]
Sekil 12. Mus musculus HO-1 gen haritasi

Sekildeki semada kirmizi ile gosterilen bolgeler HO-1 genine ait 5 adet ekzon bolgesini,

beyaz ile gosterilen bolge ise 4 adet intron bolgesini gostermektedir.

AT’ler, A20 ve HO-1 genleri igin segilen primerlerin 6zellikleri Tablo 6’da ve primerler
Tablo 7'de gosterilmistir.
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Tablo 6. A1’ler, A20, HO-1 genlerine ait PZR ve gRT-PZR primer ciftleri 6zellikleri

. PZR gRT-PZR
Primer Cifti Ozellikleri
Al’ler A20 HO-1 Al’ler A20 HO-1
PZR iiriiniiniin uzunlugu (bp) 376 776 146 166 215 127
5’ u¢ GC sayisi 2 2 2 2 2 2
3’ u¢ GC sayis1 3 3 3 3 2 3
IP aday1 erime noktas1 (°C) 60.33 60.04 61.08 58,81 57,34 60,04
GP aday1 erime noktasi (°C) 60.32 59.96 60.32 59,42 56,50 58,51
IP GC oram %60 %55 %60 %57,89 | %50 %60
GP GC oram %55 %55 %55 %57,89 | %50 %60
IP 3’ ucunun kendine yapisma
) 2/6 0 2 4/6 2/6 2/6
derecesi
IP 5’ ucunun kendine yapisma
) 4/6 6 4 4/6 5/6 3/6
derecesi
GP 3’ ucunun kendine
0/6 1 2 1/6 2/6 0/6
yapisma derecesi
GP 5’ ucunun kendine
6/6 6 5 3/6 0/6 5/6
yapisma derecesi
852,
998,
Diger olas1 PZR iiriinlerinin
982, 1092 - - - -
uzunluklarn
932,
640, 956

iP: ileri primer; GP: Geri primer; be: Baz ¢ifti; GC: Guanin/sitozin bazlari; °C: Santigrat derece
Tablonun 1. slitununda primer ¢iftlerinin se¢ilme kriterleri basliklar halinde verilmistir. 2. siitunda PZR primer

ciftlerinin, 3. siitunda qRT-PZR primer ¢iftlerinin 6zellikle bulunmaktadir.
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Tablo 7. A1’ler, A20 ve HO-1 genlerine ait primer dizileri

Gen PZR Primerleri gRT-PZR Primerleri
Al’ler | IP: CTCCTTGGCCTCTAGGTGGA CCACAAGAGCAGATTGCCC
GP: AGGGCAATCTGCTCTTGTGG GCAGAAAAGTCAGCCAGCC
A20 [P: GTCATGGCTGTGACGAAGGA CCAATGGTGATGGAAACTGC
GP: AAAAGCCAGGGTGATCAGGG CCATTCGTCATTCCAGTTCC
HO-1 [P: CCTTCCCGAACATCGACAGC TCCTCAGACCGCTTTTGCC
GP: AGTGGGGCTCACCTCAATGT ATCGCTAATCACGACGCTGG

PZR: Polimer zincir reaksiyonu; gRT-PZR: Gergek zamanli polimer zincir reaksiyonu; iP: ileri primer; GP:
Geri primer.
Yukaridaki tabloda Al’ler, A20 ve HO-1 genlerine ait ileri ve geri primer dizileri gdsterilmektedir. Ilk siitunda

genlerin isimleri, ikinci siitunda polimer zincir reaksiyonunda kullanilan ileri ve geri primer dizileri, ii¢iincii

stitunda ise gercek zamanli polimer zincir reaksiyonunda kullanilan ileri ve geri primer dizileri bulunmaktadir.

Sonuglarimiz goéstermektedir ki segilen primerler DNA ve mRNA’da iirlinii etkin
bicimde saptayabilecek 6zelliklere sahiptir.
ATl’ler, A20 ve HO-1 genleri i¢in ¢oklu miRNA adaylar1 veri tabanlarindan ¢ikarilmis

ve Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. A1’ler, A20 ve HO-1 genleri icin tahmini miRNA’lan

Al’ler A20 HO-1

miR291a-3p | miR7a | let7a | miR125b-5p miR329 miR592 miR24

miR294 miR7b | let7b | miR125a-5p miR362-3p | MiR653 miR31
miR295 miR18a | let7c miR185 miR340-5p | miR758 | miR155
miR302a miR18b | let7d miR186 miR351 miR873 | miR183
miR302b miR19a | let7e miR187 miR379 miR882 | miR191
miR302d miR19b | let7f miR195 miR384-3p miR218
miR326 miR23a | let7g miR200b miR429 miR365
miR330 miR23b | let7i miR200c miR488 miR377
miR382 miR33 miR217 miR497 miR379
miR494 miR98 miR320 miR504 miR505

Genlerin ortak diizenlenmesiyle ilgili

goriilmektedir.

miR-379'un A20 ve HO-1 genlerini ortak diizenledigi tabloda

CALISMA MODELINDE KULLANILAN ENDOTEL HUCRE HATLARI
GENOMUNDA AI’LERDEN EN AZ BIR, A20 VE HO-1 GENLERIi VARDIR
Endotel koruyucu Al’ler, A20 ve HO-1 genlerin Mus musculus tiiriine ait MAE ve

GENC hiicre hatlar1 genomlarinda bulunup bulunmadigi PZR yontemiyle arastirilmistir.

DNA Saflik ve Miktar Tayini

MAE ve GENC hiicrelerinden izole edilen DNA 6rneklerinin saflik ve miktar tayinine

ornek birer okuma Tablo 9°da gdsterilmistir.

Tablo 9. iki 6rnege ait DNA spektrofometrik 6l¢iim bulgular:

Hiicre Seyreltme | A260 (ortalama) | A280 (ortalama) | A260/A280 (ortalama) | Miktar
orani (ug/ml)

MAE 1/50 0,500 0,275 1,81 1250

GENC | 1/50 0,511 0.286 1,78 1277,5

Aoeo/ Ao (ortalama) degerlerinden anlagildigi gibi her iki Ornekte de protein ve RNA kontaminasyonu

goziikmemektedir.
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PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Analiz Bulgular

MAE ve GENC hiicrelerinden izole edilen DNA 6rnekleriyle polimer zincir reaksiyonu
yapilmis ve PZR iirlinleri agaroz jel elektroforezi ile jel lizerinde gosterilmistir (Sekil 12).
ATl’ler genlerine 6zgili ¢ogalan bolge 376 baz cifti (bg) ¢ifti uzunlugunda, A20 genine 6zgii
¢ogalan bolge 776 b¢ uzunlugunda HO-1 genine Ozgii ¢ogalan bolge ise 146 bg

uzunlugundadir.
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500 bg
300 bg

100 bg

MAB, MAE GENCEY GENC MAE MAB

1200 be

1000 b

MAB: Molekiiler agirlik belirteci; b¢: Baz gifti.

Sekil 13. MAE ve GENC hiicre hatlarinda Al’ler, A20 ve HO-1 genlerinin jel

goriintiileri

(a) 1. kuyuda molekiiler agirlik belirteci, 2. kuyuda MAE hiicresine ait PZR fiiriinii, son kuyuda ise GENC
hiicresine ait PZR {iriinii bulunmaktadir. Jelde 376 b¢ uzunlugundaki bant A1’ler genleri iriinlerine aittir. (b) 1.
kuyuda molekiiler agirlik belirteci, 2. kuyuda MAE hiicresine ait PZR {iriinii, son kuyuda ise GENC hiicresine ait
PZR {iriinii bulunmaktadir. Jel gériinen 776 b¢ uzunlugundaki bant A20 gen Uriiniine aittir. (¢) Jelde 1. kuyuda
GENC hiicresine ait PZR firlinii, 2. kuyuda MAE hiicresine ait PZR iiriinii ve 4. kuyuda molekiiler agirlik
belirteci bulunmaktadir. 3. kuyu bos birakilmistir. Jelde 146 b¢’de goriilen bant HO-1 genine aittir. Sekillerde
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gorildiigii gibi kullamilan hiicre hatlarinda A1’ler, A20 ve HO-1 genleri muhafaza edilmektedir.

DIYABET STRESINE YANIT VEREN ENDOTEL HUCRE ORTAMI
BELIRLENEREK ISLEVSEL CALISMA MODELI KURULMUSTUR

Tip I DM ortam1 i¢in MAE endotel hiicreyi patofizyolojik degerler ve literatiirle uyumlu
33 mM glikoz konsantrasyonunun aktive ettigi adezyon testi ile saptandi. Bu konsantrasyonda
kan 16kositleri normal konsantrasyondakine gore % 90 fazla baglanma gostermis, RAW 264.7
hiicreleri Tablo 10'da goriildiigii gibi % 77 daha fazla baglanmistir Endotel hiicrelerde
graniilasyon artmaktadir. Bu sonuglar, deney sistemimizde Tip I DM kosuluna maruz kalan

endotel hiicrelerinin aktive oldugunu gostermektedir.

Tablo 10. MAE endotel hiicrelerin normoglisemi ve Tip | DM modelinde bagladigi RAW

264.7 hiicre sayilari
Tip I DM modelinde MAE hiicreye yapisan Normoglisemi modelinde MAE
hiicre sayilari hiicreye yapisan hiicre sayilari
35, 36, 38, 32, 33,11, 8, 9, 12, 15, 22, 9 19, 16, 22, 19, 20, 9, 2,5, 7, 3

Yukaridaki tabloda Tip I DM modeline 48 saat maruz birakilan ve aktivasyona maruz birakilmayan MAE endotel
hiicrelerinin yapilmig adezyon test verileri gosterilmektedir. Tip I DM modelinde MAE hiicreler ortalama 23
monosit hiicre baglarken aktivasyona maruz birakilmayan MAE hiicreler 12 monosit hiicre baglamistir. Buna
gore Tip I DM aktivasyonunun MAE hiicreleri aktive ederek monosit baglama kapasitesini arttirdigi

anlagilmugtir.

Tip Il DM modeli i¢cin MAE endotel hiicrenin yiiksek insiilin konsantrasyonu ile
aktive oldugu ti¢ farkli yontemle yapilan inceleme sonuglarinin degerlendirmesiyle belirlendi.
Bunlarda Iokositlerin aktiflenmis MAE tabakasina yapisma sayilari Tablo 11'de
goriilmektedir. Burada endotel hiicrelerin 100 uIU/ml’den itibaren plato yapmaya basladig1 ve
25.000 pIU/ml’den itibaren hizli artisa basladigi goriillmektedir. Ayrica, 10.000 ulU/ml ve iistii
insiilin konsantrasyonlarinda biiyiik ve graniillii I6kositlerin endotel hiicrelere tercihen daha

fazla baglandigi izlenmistir (Sekil 13).

56



Tablo 11. MAE endotel hiicrenin artan insiilin konsantrasyonuna kars1 bagladig:

ortalama kan lokosit sayilar:

Insiilin miktar1 (uIU/ml) Endotel hiicreye yapisan ortalama kan lokosit sayisi
0 1,8
10 10,5
100 14,7
1000 15,9
2500 16,2
10.000 18,2
25.000 19,6
100.000 30
300.000 34,5
1.200.000 39,5

Tabloda bagliklar ilk siitununda verilmistir. Bulgularda goriildiigii izere endotel hiicreye baglanan 16kositler
fizyolojik deger olan 10 pulU/ml insiilinle baglamakta ve 1.200.000 pIU/ml konsantrasyonuna kadar basamak
basamak artis gdstermektedir. Iki noktada sigrama fark edilmekte dir ki bunlardan biri aktivasyonun basladig
100 pIU/ml insiilin degeri olup digeri hiicre i¢in ¢ok yiiksek olan 25000 puIU/ml insiilinden sonraki artigtir. 0

pIU/ml insiilin miktarindaki deger deney hatasi oldugundan degerlendirilmeye alinmamistir.
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Endotel tabakasi

Sekil 14. MAE endotel hiicre tabakasimin belli seviyeden sonra artan insiilin

konsantrasyonunda baglanan biiyiik l6kositler

Sekilde (a) normal sartlarda aktive olmamis endotel tabakasini;(b) 10.000 uIU/ml insiiline maruz kalmis endotel
tabakasini gostermektedir. Her iki hiicre tabakasina da baglanmig lokositler kirmizi okla isaretlenmis olup
yuvarlak, farkli koyu renkli morfolojide goriilmektedir. Sekil (b)’de goriildiigii gibi tabakaya baglanan artmis

l6kositlerin morfolojisinde biiyiik 16kositler hakimdir.
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Tip IT DM modeli ile aktiflenen MAE hiicresinin insiilin konsantrasyonu tayininde
kullanilan diger yontem CD62e ifade artisi idi. Floresans mikroskopiyle yapilan ¢alismada
25.000 pIU/ml den itibaren belirgin bulunmus ve sonug diisiik ¢oziiniirliikle elde edilmistir

(Sekil 14).

Sekil 15. MAE endotel hiicrelerin artan insiillin konsantrasyonuna karsi CD62e

ifadesinin floresans mikroskopi goriintiileri

Sekilde 20X biiyiitmeli floresans mikroskopi goriintiileri bulunmaktadir. Sekil (a) normal sartlar aktive olmamis
endotel tabakasini; (b) 25.000 uIU/ml insiiline maruz kalmis endotel tabakasini géstermektedir. Goriildiigii tizere

Sekil (b)’de endotel hiicre yiizeyinde artmig CD62e ifadesi gelismistir.
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Tip Il DM modelinde MAE hiicresini aktifleyen insiilin konsantrasyonu tayininde
salgilanan IL-6 miktar1 dot-blot yontemiyle incelendi. Disiik ¢oziiniirliik nedeniyle 10.000
pulU/ml insulin uyarisindan sonraki varsa artiglar arasindaki fark ayirt edilemedi.

Eldeki bulgu, literatiir bilgileri ve patofizyoloji degerler goz Oniinde bulundurularak

MAE hiicreyi optimum aktifleyen insiilin miktarmin 125 pIU/ml olarak belirlendi.

ENDOTEL HUCRE FARKLI DIiYABET STRESLERINE KARSI
MONONUKLEER HUCRELERI FARKLI PROFILDE BAGLAMAKTADIR

Tablo 12°de gorildiigii gibi Tip II DM ortaminda endoteller monosit ve T lenfositlerin
her ikisini de Tip I DM ortaminin endotellerine gore %51+4 daha fazla baglamaktadir. IGT
ortaminda her iki mononiikleer hiicrenin denk miktarda ve diger diyabetlerle elde edilen
sayllarin arasinda seviyede baglandigi bulunmustur. Ham veriler EK 6A tablosunda
bulunmaktadir. Sonuglarin 10X biiylitmeli objektif goriintiileri Tablo 13 ve Tablo 14’de
gosterilmektedir. Bu baglanmalarda monositler T lenfositlerin 1,4+1 kat1 fazladir. Bu bulgular
GENC endotel hiicrelerinin 3 giin Tip I DM, Tip Il DM veya IGT ortami temsil eden
aktifleyici besiyerlerine maruz kaldiginda degisik profilde monosit/makrofaj ve T lenfosit
adezyonu yaptiklarin1 ortaya koymaktadir. Burada yiiksek konsantrasyonda insiilinin
mononiikleer hiicre adezyonunu yiiksek glikoza gore daha arttirdifi ve bu artist yiiksek
glikozun geriye dondiirdiigii (IGT ortaminda goriildiigii gibi) anlasilmaktadir. Veriler

normalize % artig olarak Sekil 16’daki grafikte ayrica gosterilmektedir.

Tablo 12. GENC hiicrelere Tip I, Tip I DM ve IGT diyabet modellerinde yapisan

mononiikleer hiicre sayilarinin ortalamalar:

Deney modeli RAW 264.7 EL-4
Tip | DM 28,5 23,8
Tip 1l DM 38,6 33,2
IGT 30,9 31,6
(+) kontrol 37,6 31,1
Normoglisemi 16 15,5

DM: Diabetes Mellitus; IGT: Bozulmus glikoz toleransi

p<0,01 anlamlilik diizeyin de tiim stres uygulamalar1 kontrole gére anlamli bulunmustur.

Tablonun birinci siitununda deney modeli, ikinci ve igiincii siitunlarda yapisan hiicre hatti belirtilmistir.
Tablodaki veriler birbirinden bagimsiz 3 deneyin ortalamasidir. Bulgulara bakildiginda modeller arasinda adeze

olan hiicre cins ve sayis1 agisindan profilin farkli oldugu gériilmektedir.
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Tablo 13. Monosit/makrofaj hiicrelerine ait GENC adezyon test goriintiileri

Aktivasyon Sarti 10X Biiyiitme

Tip | DM

Tip 11 DM
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Tablo 13. Monosit/makrofaj hiicrelerine ait GENC adezyon test goriintiileri- devam 1

Aktivasyon Sarti 10X Biiyiitme
IGT

(+) kontrol
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Tablo 13. Monosit/makrofaj hiicrelerine ait GENC adezyon test goriintiileri- devam 2

Aktivasyon Sarti 10X Biiyiitme
(-) kontrol
(Normoglisemi)

Tablonun birinci siitununda endotel hiicre tabakasinin maruz birakildigi aktivasyon sartlari baslik halinde
verilmistir. Ikinci siitunda adezyon testinde aktive edilen ve edilmeyen endotel hiicre tabakasma yapismis
monosit/makrofaj hiicrelerinin fotograflar1 goriilmektedir. Fotograflarda kirmizi okla gosterilen koyu ve sinirlar

daha belirgin hiicreler T lenfosit hiicreleridir. Endotel tabakalar1 yuvarlak ince kirmizi belirtegle gosterilmistir.
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Tablo 14. T lenfosit hiicrelere ait GENC adezyon testi goriintiilemeleri

Aktivasyon 10X Biiyiitme
Sarti

Tip | DM

Tip 11 DM
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Tablo 14. T lenfosit hiicrelere ait GENC adezyon testi goriintiilemeleri- devam 1

Aktivasyon 10X Biiyiitme
Sarti

IGT

(+) kontrol
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Tablo 14. T lenfosit hiicrelere ait GENC adezyon testi goriintiilemeleri- devam 2

Aktivasyon Sarti 10X Biiyiitme

(-) kontrol
(Normoglisemi)

Tablonun birinci silitununda endotel hiicre tabakasinin maruz birakildigi aktivasyon sartlar1 baslik halinde
verilmistir. ikinci siitunda adezyon testinde aktive edilen ve edilmeyen endotel hiicre tabakasina yapigmis T
lenfosit hiicrelerinin fotograflar1 goriilmektedir. Fotograflarda kirmizi okla gosterilen koyu ve smnirlart daha

belirgin hiicreler T lenfosit hiicreleridir. Endotel tabakalar1 yuvarlak ince kirmizi belirtegle gosterilmistir.
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Sekil 16. RAW 264.7 monosit/makrofaj hiicre ve EL-4 T lenfosit hiicrelerin GENC

hiicrelerine baglanma yiizdeleri

Bar grafigin ordinati yapisan mononiikleer hiicre sayisini, apsisi endotel aktivasyon sartini gosterilmektedir.
Mononiikleer hiicre ¢esitleri farkli renklerde verilmistir. Sonuglar aktive edilmeyen c¢ukurlardaki yapisma
sayilariyla normalize edilmistir. Grafikte goriildiigii gibi sadece IGT modelinde yapisan monosit sayist T

lenfositten fazla degildir.

GENC hiicresi ve MAE hiicresinin adezyon deney bulgularinin karsilastirmalari igin
MAE hiicrenin Tip | DM modelindeki 16kosit baglanma, Tip | DM modelindeki RAW 264.7
monosit/makrofaj baglanma ve Tip Il DM modelindeki RAW 264.7 monosit/makrofaj

baglanmalarin Ek 7°deki normalize edilmis verileri kullanilabilir.
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ENDOTEL HUCRE FARKLI DIiYABET STRESLERINE KARSI KORUYUCU
GENLERINI FARKLI PROFILDE iFADE ETMEKTEDIR-1

Koruyucu Genlerin ifade Kinetikleri

Diyabet stresleri altindaki MAE ve GENC hiicrelerinde A1’ler, A20 ve HO-1 genlerinin
en yiksek mRNA ifadesi zaman serisi igerisinde incelenmistir. Elde edilen bulgular toplu
incelendiginde diyabet stresi altindaki endotel hiicrelerinde ilgili gen mRNA ifadelerinin her
gen icin farkli kinetikte olmak {lizere arttigi goriilmektedir. GENC hiicre ayni geni farkh
diyabet stresi altinda farkli kinetikle ifade etmektedir. Tip I DM stresi altindaki GENC ve
MAE hiicreleri her geni yine farkl kinetikte ifade etmektedir.

GENC hiicrelerinde Tip I DM modelinde Al’ler mRNA'lar1 Sekil 17'de gortildiigi gibi
4. ve 6. saatlerde; A20 mRNA's1 2. ve 4. saatlerde (Sekil 18); ve HO-1 mRNA's1 test edilen 2-
6 saat boyunca (Sekil 19 ve Ek 5) ifade edilmektedir. En yiiksek ifadenin A1’ler i¢in 6. saatte,
A20 i¢in 4. saatte ve HO-1 i¢in 4. saatte oldugu saptanmustir.

MAE hiicrelerinde Tip I DM modelinde Al’ler mRNA'sinin 2, 6. ve 24-48. saatlerde;
A20 mRNA'sinin 6. ve 24-48. saatlerde; HO-1 mRNA'sinin 2, 6 ve 12-48. saatlerde ifade
ettigi saptanmustir. Tablo 15°deki ilgili goriintiilerde en yiiksek ifadelerin Al'ler ve A20 igin
6. saat, HO-1 i¢in 6. ve 48. saatler oldugu goriilmektedir.
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Tablo 15. Tip | DM modelinde MAE hiicresinde koruyucu genlerin mRNA ifade kinetigi

Gen Aktivasyon goriintiisii

Al’ler 2s 4s 6s 9s 12s 24s 48s
A20 2s 4s 6s 9s MAB 12s 24s 48s
HO-1 2s 4s  6s 9s 12s 24s 48s

MAB: Molekiiler agirlik belirteci; s: Saat.

Tablonun ilk siitununda Tip I DM modelinde MAE hiicresinde ifade kinetik ¢aligmasi genleri, ikinci siitunda
aktive edilen endotel hiicrelerin RT-PZR jel goriintiileri yer almaktadir. Jel goriintiilerinin {ist kisminda endotel
hiicrenin hangi periyotlarda aktive edildigi belirtilmistir. Fotograflarda goriildiigii gibi MAE hiicrelerinde A1’ler
ve A20 mRNA’lar1 6. ve 24-48 saatlerde; HO-1 mRNA’s1 2, 6, 12-48. saatlerde ifadelenmektedir. Jellerde

artefaktlara bagli goriintiiler oldugundan jel goriintiileri kesilmistir
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Sekil 17. Tip I DM modelinde GENC hiicresinde A1’ler mRNA ifade kinetigi

Sekilde endotel hiicrelerin HO-1 mRNA ifadelenmelerine ait jel goriintiisii gdsterilmektedir. Endotel hiicrelerin
aktivasyon siireleri jel goriintiisiiniin {ist kisminda bulunmaktadir. Al’ler mRNA’sinin 4 ve 6. saalerde
ifadelendigi goriilmiistiir. Deney 6. saat i¢in bagimsiz dogrulama deneyi ile dogrulanmigtir. Saatleri dogrulama

deney gorintiileri Ek 5’de verilmistir.

2s 4s 6s 12s 24s 48s MAB

MAB: Molekiiler agirlik belirteci; b¢: Baz ¢ifti; s: Saat

Sekil 18. Tip I DM modelinde GENC hiicresinde A20 mRNA ifade kinetigi

Sekilde endotel hiicrelerin HO-1 mRNA ifadelenmelerine ait jel goriintiisii gosterilmektedir. Endotel hiicrelerin
aktivasyon siireleri jel goriintiisiiniin iist kisminda bulunmaktadir. A20 mRNA’smin 2-4. saatte ifadelendigi

saptanmistir. Deney 2-6. saatler i¢in dogrulama deneyi ile dogrulanmistir. Dogrulama deney goriintiisii Ek 5°de

bulunmaktadir.
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Sekil 19. Tip I DM modelinde GENC hiicresinde HO-1 mRNA ifade kinetigi

Sekilde endotel hiicrelerin HO-1 mRNA ifadelenmelerine ait jel goriintiisii gosterilmektedir. Endotel hiicrelerin
aktivasyon siireleri jel goriintiisiiniin iist kisminda bulunmaktadir. Sekildeki jel goriintiisit HO-1 mRNA ifade
kinetigi birinci deneyine aittir. Buna gére HO-1 mRNA’sinin 4-6. saatte ifadelendigi saptanmistir. Ek 5°de 4-6.

saatler i¢in dogrulama deneyi gosterilmektedir. Bu deneyde ek olarak 2. saat aktivasyonu da bulunmaktadir.

GENC hiicrelerinde Tip I DM modelinde Al’ler mRNA'sinin 2-48. saatlerde (Sekil
20); A20 mRNA'sinin 4-6. saatlerde (Sekil 21) ve HO-1 mRNA'sinin test edilen 2-9. saat
boyunca ifade ettigi (Sekil 22) saptanmustir. A20 ifadesinin 6. saatte ve HO-1 ifadesinin 2-6.
saatte en yiiksek oldugu saptanmistir. Al’lerde bir fark izlenmemistir.

Verilerdeki ortak nokta, Tip I DM stresi altindaki GENC hiicredeki A20 ifadesi harig,
genlerin 6. saatte endotel hiicrelerde mutlaka ifade edildigidir. Burada dikkat ¢eken bir nokta
yiiksek insiilin konsantrasyonunun GENC hiicrede Tip I modeline gére mRNA ifadelerini
daha genis siireye yaymasi, Al'lerin ifadesini 48 saate kadar uzatmasi ve en yiiksek yanita
burada izin vermemesi, A20 ve HO-1 ifadelerinin en yiiksek yanitlarin1 2 saat geciktirmesidir.
MAE ile ilgili dikkat ¢ceken nokta ise genlerin MAE hiicresinde erken ve ge¢ olmak iizere
mutlaka iki fazli ifade edilmesi, ayrica, en yiiksek yanit saatlerinin GENC'e gore A20'de 2

saat ve HO-1'da 4 saat gecikmesidir.
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Sekil 20. Tip II DM modelinde GENC hiicresinde A1’ler mRNA ifade kinetigi

Sekilde endotel hiicrelerin Al’ler mRNA’lar1 ifadelenmelerine ait jel goriintiileri gosterilmektedir. Endotel
hiicrelerin aktivasyon siireleri jel goriintiisiiniin iist kisminda bulunmaktadir. Al’ler mRNA’sinin aktivasyon

stirelerinde ifade farklanmasi yapmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 21. Tip II DM modelinde GENC hiicresinde A20 mRNA ifade kinetigi

Sekilde endotel hiicrelerin A20 mRNA ifadelenmelerine ait jel goriintiileri gosterilmektedir. Endotel hiicrelerin
aktivasyon siireleri jel goriintiisiintin iist kisminda bulunmaktadir. A20 mRNA ifadelenmesinin 4. ve 6. saatlerde

artmaktadir. Ancak 6. saatte giiclii bir ifadelenme saptanirken 4. saatte ifadelenmenin olduk¢a zayifladig

bulunmustur.
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Sekil 22. Tip 1| DM modelinde GENC hiicresinde HO-1 mRNA ifade kinetigi
Sekilde endotel hiicrelerin HO-1 mRNA ifadelenmelerine ait jel goriintiisii gosterilmektedir. Endotel hiicrelerin
aktivasyon siireleri jel goriintlisiiniin {ist kisminda bulunmaktadir. HO-1 geninin Tip II DM’de 2, 4, 6 ve 9.

saatlerde ifadelendigi ancak 9. saatteki ifadesinin ¢ok daha az oldugu bulunmustur.

Kinetik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar degerlendirilerek RT-PZR ile ifade
saptama deneylerinde kullanilacak strese maruziyet saatleri belirlenmistir. Pik saatler
dogrudan kullanilirken Tip II DM stresinde Al’lerde bir fark goziikmediginden literatiirle
uyumlu olarak 6. saat ve HO-1 igin literatiirle uyumlu olarak 4. saat secilmistir. IGT stresi
icin saatler de buna gore belirlenmis ve A20 i¢in Tip I DM modelindeki ifadenin daha giiclii

olmasina dayanarak 4. saat secilmistir. Belirlenen saatler Tablo 15’te verilmistir.

MRNA ifade seviyelerinin birbirleriyle RT-PZR yontemi kullamlarak
karsilastirilmasi

Her bir diyabet stresi bagina her bir gen igin belirlenen saatler kullanilarak endotel
hiicreler aktive edilmis ve ilgili gen mRNA ifade seviyeleri paralel incelenmistir. GENC

hiicresiyle elde edilen jel sonuglar1 Sekil 23’te gosterilmistir. Burada gorildiigi gibi HO-1
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mRNA’s1 tiim kosullarda, normoglisemik kosul dahil, digerlerine gore yiiksek diizeyde ifade
edilmektedir. A20 mRNA’sinin Tip I DM modelinde diger modellere gore daha fazla ifade
edildigi; Al’ler mRNA’sinin Tip I ve Tip II DM’de, normoglisemik dahil, hafif ifade edildigi
ve IGT modelinde ifadenin tamamen kayboldugu gézlenmektedir.
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Sekil 23. GENC hiicresinin farkhh diyabet modellerinde A1’ler, A20 ve HO-1

mRNA’larinin ifade seviyelerinin karsilastirilmasi

Sekil (@) GENC hiicrelerinin Tip I, Tip II DM ve normoglisemik deney modellerinde Al’ler, A20 ve HO-1
mRNA’lar ifadelerini gostermektedir. Jel {izerinde tip I DM modelinde Al’ler igin 6 saatlik, A20 ve HO-1
mRNA’lar1 i¢in 4 saatlik aktivasyonu sonrasi; Tip II DM modelinde A1’ler ve A20 mRNA’lar1 i¢in 6 saatlik, HO-
1 mRNA’s1 i¢in 4 saatlik aktivasyonu sonrasi ifadelenmeleri ve her bir mRNA’nin normoglisemik kosuldaki
ifadelenmeleri gosterilmistir. Orneklere ait jel yiikleme haritas jel goriintiisii iizerinde goriilmektedir. Buna gére
HO-1 mRNA’siin normaglisemi, Tip I DM ve Tip II DM sartlarinda ifadelendigi ancak ifadelenmenin Tip | DM
ve Tip II DM’de normoglisemiye gore artis gosterdigi bulunmustur. A20 mRNA’sinin normalde ifade edilmedigi
Tip I DM’de ise Tip Il DM’ye gore daha fazla ifadelendigi goriilmiistiir. Al’ler mRNA’larina bakildiginda ise
ifadelenmede Onemli bir degisime rastlanmamigtir. (b) GENC hiicrelerinin IGT ve normoglisemik deney
modellerinde Al’ler, A20 ve HO-1 mRNA’lar1 ifade kinetiklerini gostermektedir. Sekildeki jel tizerinde A1’ler
i¢in 6 saatlik, A20 ve HO-1 mRNA’lar1 i¢in 4 saatlik aktivasyonu sonrasi ifadelenmeleri ile her bir mRNA’nin
normoglisemik kosuldaki ifadelenmeleri gosterilmistir. Orneklere ait jel yiikleme haritasi jel goriintiisii iizerinde
bulunmaktadir. Buna gore IGT’de HO-1 ve A20 mRNA’larinin normale gore arttig1 ancak Al’ler mRNA’sinin

ise mevcut ifadesinin kayboldugu goriilmektedir.
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Normalize edilmis sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde Tablo 16’daki bulgular
elde edilmektedir. Buna gore, Tip Il ve IGT modellerindeki yiiksek insiilin konsantrasyonu
GENC hiicresinde A20 ve HO-1 mRNA ifadesini yiiksek glikoz stresine gore daha az
indiiklemektedir. Bu etki IGT modelindeki yiiksek D-glikoz konsantrasyonu ile birlestiginde
HO-1 ifadesini arttirmaktadir. Tip | DM modelinde GENC ve MAE sonuglar
karsilastirildiginda biiyiik bir fark olmadigi goriilmektedir. Sonug olarak endotel hiicrelerin

farkli diyabet kosuluna kars1 koruyucu genlerini farkli profilde ifade ettigi anlagilmaktadir.

Tablo 16. GENC ve MAE hiicrelerinin farkh diyabet modellerinde A1’ler, A20 ve HO-1
MRNA ifadelerinin RT-PZR ile dl¢iim sonuclar:

Hiicre Deney modeli Al’ler A20 HO-1
Tip | DM ++ +++++ +4+++
GENC Tip 11 DM ++ + ++
IGT < + 4
MAE Tip | DM ++ ++++ ++++++

Tabloda ilk siitunda hiicre ad1 ve ikinci siitunda diyabet modeli yazilmigtir. Capraz kutularda modele gore karsi
gelen genin mRNA ifade miktar: verilmistir. Miktar 6l¢iimii RT-PZR {iriinlerinin jeldeki bant yogunluklari 1 ile 6
arasinda artan skalayla manuel olarak goéreceli degerlendirilmesiyle yapilmistir. Goriildiigi gibi GENC hiicrenin
Tip I DM modelinde genel olarak mRNA ifadeleri zayif bulunurken diger modellerde A20 ve HO-1 giiglii ifade
yapmugtir. Al’ler mRNA’sinin her modelde zayif ifadesi dikkat ¢ekicidir.

ENDOTEL HUCRE FARKLI DIYABET STRESLERINE KARSI KORUYUCU
GENLERINI FARKLI PROFILDE IFADE ETMEKTEDIR-2

Farkli diyabet stresleri altindaki endotel hiicrenin 6zellikle A1’ler mRNA'larini ifade
seviyeleri daha yiiksek ¢Ozlintirliikli qRT-PZR yoOnteminin ¢oziiniirligi ile tam
detaylandirimistir. Bunun i¢in belirlenen saatlerde aktive edilen GENC hiicrelerdeki koruyucu
gen mRNA ifadeleri paralel karsilastirilmistir. Tablo 17°de goriildigii gibi (verilerin ham
dokiimii Ek 6B’de) Al’ler mRNA’lar1 Tip I DM modelinde 2,4 kat artig, Tip Il DM
modelinde 1,4 kat artig gosterirken IGT modelinde ifade azalmistir.

Normoglisemik GENC hiicrede A20 mRNA'sinin ifade seviyesi de QRT-PZR
yontemiyle detaylandirilabilmistir. Buna gore A20 mRNA’s1 Tip | DM modelinde 22 kat artis,
Tip I DM modelinde 8 kat artis ve IGT modelinde yine 22 kat artis gostermistir. Bu veriler
gostermektedir ki Tip II DM stresinde yer alan yiiksek insiilin konsantrasyonu GENC
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hiicresinde Al'ler ve A20 mRNA ifadelerini Tip | DM stresine gore daha az indiikklemektedir.
Bu etki IGT modelindeki yiiksek D-glikoz konsantrasyonu ile birlestiginde Al'ler mRNA
ifadesini bazal seviyenin de altina diisiirmekte, A20 ifadesinin ise rekonstiisyonuna sessiz
kalmaktadir. Yiiksek insiilin konsantrasyonu HO-1 ifadesi iizerinde ise tam tersine indiiksiyon
etkisi gostermektedir (Sekil 24). HO-1 mRNA's1 Tip I DM modelinde 74 kat, Tip Il DM
modelinde 103 kat ve IGT modelinde aditif 169 kat fazla ifade etmistir.

Tablo 17. GENC hiicrede farkhh diyabet modellerine gore Al’ler, A20 ve HO-1
mRNA’larinin qRT-PZR ile ifade degisimi

Diyabet modeli Gen Ortalama (kat artis)
Al’ler 2,4
Tip | DM A20 22
HO-1 74
Al’ler 14
Tip |1 DM A20 8
HO-1 103
Al’ler 0,7
IGT A20 22
HO-1 169

p<0,05 anlamlilik diizeyin de tiim stres uygulamalari kontrole gore anlamli bulunmustur (A1’ler Tip Il DM ve
IGT harig).

Tabloda Tip I, Tip Il DM ve IGT diyabet modellerine gore GENC hiicrelerdeki Al’ler, A20 ve HO-1
mRNA’larinin ifade degisimleri gosterilmektedir. Tablodaki degerler HPRT-1 referans gen ile normalizasyon
sonrasi elde edilmistir. Verilere gostermektedir ki A20 ve HO-1 genlerinin ii¢ diyabet modelinde de koruyucu
aktivite gosterirken Al’ler genleri ise Tip | ve Tip II DM modellerinde koruyucu aktiviteye zayif katkisi
bulunmaktadir. Bununla birlikte ii¢ diyabet modelinde de HO-1 mRNA ifadelenmeleri A20’ye goére 2-3 kat

fazladir.
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Sekil 24. GENC hiicrede farkhh diyabet modellerine gore Al’ler, A20 ve HO-1

mRNA’larimin ifade degisimi

Sekildeki bar grafigin dikey ekseninde A1’ler, A20 ve HO-1 mRNA’larinin diyabet modellerine gore artislari,
yatay ekseninde diyabet modeli kisaltmalari gosterilmektedir. Grafikteki mavi bar A1’ler, kirmizi bar A20, yesil
bar HO-1 genini ifade etmektedir. Bar {izerinde verilerin standart sapma egrileri bulunmaktadir. Grafige
yansitilan degerler referans gen HPRT-1’in mRNA ifadesi ¢ikarilarak normalize edilmistir. Buna gére HO-1
mRNA’sinin Tip | DM modelinde 74 kat, Tip Il DM modelinde 103 kat, IGT diyabet modelinde 169 kat; A20
mRNA’sinin Tip | DM modelinde 22 kat, Tip || DM modelinde 8 kat, IGT diyabet modelinde 22 kat; A1’ler
mRNA’siin Tip | DM modelinde 2,4; Tip 11 modelinde 1,4 kat arttigin1 bulunmustur. A1’ler mRNA’siin IGT

modelinde ise 0,7 kat azaldig1 saptanmigtir. Grafige ait tiim veriler Ek 6B kisminda sunulmustur.

Bu bulgular 1s18inda Tip | DM modelinde HO-1 mRNA’s1 A20 genine gore 3 kat, Al’ler
mRNA’larina gore ise 37 kat ve A20 geni Al’ler mRNA’larina gore 11 kat fazla
ifadelenmektedir. Tip Il DM modelinde HO-1 mRNA ifadesinin A20 gen ifadesine gore 13
kat, Al’ler mRNA’lar ifadelerine gore 74 kat; A20 mRNA ifadesinin ise Al’ler mRNA’lar1
ifadelerine gore 6 kat arttigi goriilmektedir. IGT modelinde ise HO-1 mRNA’st A20
mRNA’sina gore 8 kat Al’ler mRNA’larma gore 241 kat ve A20 mRNA’st Al’ler
mRNA’larina gore 31 kat fazla ifade olmaktadir. Sonug olarak qRT-PZR bulgularinin da
gosterdigi gibi endotel hiicreler farkli diyabet streslerini birbirinden ayirt etmekte ve koruyucu

genlerini buna gore farkli profilde ifade etmektedir.
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TARTISMA

Diyabet hastalarinin kaninda toksik miktarda glikoz ve/veya insiilin bulunur ve her
ikisi de endotel hiicre zedelenmesine yol agar. In vitro artan mononiikleer hiicre adezyonu
bulgularimizin da destekledigi gibi endotel hiicre zedeleyiciyi i¢indeki veya disindaki 6zgiil
resptoriiyle tanir, aktiflesir ve stres yaniti gelistirir. Hastalarda dolasimdaki ve solid
dokulardaki hiicrelerin de diyabet streslerine stres proteinleri veya yangi ile tepki gosterdigi
bilinmektedir. Bunun nedenlerinden birinin yiikksek glikoz baskisinin plazma ve
matrikslerdeki molekiillerin glikozillenme pKa'sin1 degistirmesi ve glikozillenerek
eskimelerine yol agmasi oldugu gosterilmistir Sonugta endotel hiicreler zedeleyicinin siiregen
varligina kars1 yangi ve/veya apoptoz yanitina ilerlerken eszamanli olarak diger hiicrelerin
stres uyarilarina, degisen biyokimya ve fizyolojik sistem yanitlarina da maruz kalir. Diyabet
hastaliklar1 kronik seyrettiginden fizyolojik sistem integratif olarak adaptif modda
caligmaktadir ve endotel hiicreler de yanitin1 adaptif modda damar lezyonu gelistirerek
stirdiiriir. Diyabet hastalarmin biiylik kismi1 yasamini vaskiiler komplikasyonlardan yitirir
(150). Hastalarda lezyon gelisiminin beklenenden yavas oldugu dikkatleri ¢ekmis, yapilan
caligmalar sonunda endotel hiicrelerin anti-oksidan, anti-yangisal ve anti-apoptotik etkili
endotel-koruyucu genler araciligiyla lezyon gelisimini yavaslattigi gosterilmistir (152, 153).
Bu calismada Al’ler, A20 ve HO-1 endotel-koruyucu genlerin diyabet stresine yanitta rol
almas1 ilk defa birlikte arastirilmis ve Ozellikle A20 ve HO-1 genlerinin 06zgiil ifade
profillerinin yanitta aktif rol aldig1 gosterilmistir. Bu ve benzeri bulgular heyecan vericidir,
clinkli, koruyucu genleri hedefleyen drug kombinasyonlar1 hastalarda vaskiiler

komplikasyonlar1 geciktirebilir.
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Tip | ve Tip II DM stresi altindaki endotellerde HO-1 ve A20 genlerinin ifadesini
arttirdigr diger arastiricilar tarafindan gosterilmistir (134, 152-154). Hou ve ark. yiiksek
glikoza maruz birakilan HUVEC hiicrelerinde A20 mRNA ifadesini 2. saatte gostermis ve 24.
saatte yok denecek kadar az oldugunu saptamistir. HUVEC hiicrelerine A20 genini
transfeksiyonu ile A20 transfekte HUVEC hiicrelerinde apoptozun geriledigini gostermistir
(134). Abraham ve ark. Tip | DM hayvan modelinde HO-1 genini endotel hiicrelerine
kontrollii transfekte etmis ve transfekte grupta endotel hiicre zedelenmesinin azaldiginm
gosterilmistir (118). Bu iki ¢calisma A20 ve HO-1 genlerinin Tip I DM’de endotel hiicre
koruyucu etkilerini agik¢a gostermektedir. Calismamizda Tip | ve Tip Il DM stres ifadeleri
bulgular1 A20’nin ilkinde ve HO-1’in her ikisinde olmakla birlikte 6zellikle ikincisinde daha
fazla koruma sagladigin1 saptamistir. Calismamizda GENC hiicresinde ayrica Al’lerin
mRNA’larinda da artis gdsterilmistir. Ifade seviyelerine toplu bakildiginda anti-apoptotik
ATl’ler mRNA’larimin ortalama 2 kati civari, yangi diizenleyici A20 mRNA’larinin ortalama
15 kat civar1 ve anti-yangisal HO-1 mRNA’larinin HO-1 mRNA'siin ortalama 120 kat civari
seviyesini arttirdig1 saptanmistir. Diyabet stresi kargisinda en fazla HO-1 ve daha sonra A20
mRNA’sinin artmasi bu genlerin en fazla koruyucu olarak kullanildigini diistindiirmektedir.
Bulgularimiz literatiirle bu agidan uyumludur. Bu genlerinin ifadesinin miR379 tarafindan
belki ortak diizenlenmesi bu agidan dikkat ¢ekicidir.

Karsan ve ark. HUVEC hiicrelerinin DAG analogu olan forbol esterlerle uyarilmasi
sonucunda endotel hiicrelerinde A1 mRNA’larinin, 3. saat en yiiksek olmak iizere, 3-6 saat
ifade oldugunu gostermistir (155). Duriez PJ ve ark ise TNF-a ile indiiklenen endotel
hiicrelerde Al'lerin ¢ok daha yiiksek seviyede ifade edildigini gostermistir (98). Bizim
modellerimizde de teorik olarak yiiksek glikozun tetikleyebilecegi DAG sinyal yolaginin ve
NF-kB tizerinden TNF-a otokrin aktivasyonunun endotel hiicrelerde A1l’lerin ifadelenmesini
arttirmas1 beklenirdi. Ancak diger arastiricilar kullandiklart modellerde aktivatorleri suni
olarak disaridan vererek endotel hiicreyi aktive etmektedir. Oysa bizim modellerimizde
yiiksek glikoz dolayli metabolik etkilerle endotel hiicre aktivasyonu saglamaktadir. Endotel
hiicreler stres tiplerini ayirt edebilme ve strese 6zgii yanit verme davranisi gostermektedirler.
Bu durumda ¢aligmalarin karsilagtirilmasin1 uygun degildir. A1’ler genlerinin farkli uyarilarda
ve hatta farkli yataktan gelen endotel hiicrelerde daha etkin iken diyabet streslerine kars1 daha
az etkin oldugunu diisiindiirebilir.

Farkli ¢alismalarda endotel hiicrelerin Tip I DM ve/veya Tip Il DM modellerindeki

16kosit adezyonu incelenmis ve ¢alismamizla tutarl olarak artan adezyon gosterilmistir (156-
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163). Diyabet hastalarinda ve diyabet hayvan modellerinde ortama bagli artan inflamasyon ile
birlikte bobrege monosit ve lenfosit infiltrasyonu saptanmistir (156-167). Chow ve ark. in
vivo Tip | ve Tip II DM galismalarinda makrofaj infiltrasyonunun ¢oklu mekanizmalarla
diyabetik nefropatiye yol agtigin1 gostermislerdir (168, 169). Tip | DM, Tip Il DM ve IGT
diyabet hastalarinda da ¢6ziinmiis adezyon molekiillerinden E-selektin ifadesinin arttig1 ortaya
konmustur (170). Tiim bu bulgular diyabetik damar lezyonlari ve diyabetik nefropatide
vaskiiler adezyonun Onemli rol oynadigmmi ve drug tasariminda hedeflenmesi gerektigini
diistindiirmektedir.

Endotel hiicrenin farkli diyabet tipleri arasindaki farki ne kadar ayirt ettigi ve
koruyucu yanitin1 ona gore ayarlayip ayarlamadigi bir merak konusudur. Hastalarda farkli
diyabet tiplerinde farkli vaskiiler lezyonlarin gelistigi izlenmis, onceki g¢aligmalarimizda
HUVEC hiicrelerinin farkli diyabet tipleri ve farkli sigara kondesantlarina karsi 6zgiil
adezyon profili yaptig1 gostermis, ancak mekanizma tam agikliga kavusturulmamistir (149,
171). Bu ¢alismada endotel hiicrenin Tip | DM, Tip Il DM ve IGT diyabet stresi altindaki; (a)
monosit ve T lenfosit adezyonu profilleri; ve (b) Al’ler, A20 ve HO-1 koruyucu genlerinin
mRNA ifade profilleri karsilastirmali incelenmistir. Calismamizin qRT-PZR verileri
gostermektedir ki Tip I DM kosulunda incelenen her genin mRNA's1 farkli oranda
artmaktadir. Tip II DM kosulundaki yiiksek insiilin konsantrasyonu Al'ler ve A20 mMRNA
ifadesini Tip I DM kosulu kadar arttiramamakta ancak HO-1 mRNA ifadesini daha fazla
indiiklemektedir. Bu etki IGT modelindeki yiiksek D-glikoz konsantrasyonu ile birlestiginde
Al'ler ifadesi bazal seviyenin altina dismekte, Tip I DM'deki A20 ifadesi tekrar
yakalanmakta ve HO-1 ifadesi aditif artmaktadir. A20 geni hiicre iginde ubikiitinasyon ve
deubikiitinasyon yollarin1 beraber kontrol etmektedir. A20’nin bu 6zgiil davranisi Tip [
DM’de diger modellere gore stres yanit algoritmasinda birden ¢ok gen ile birlikte ¢aligtigin
diisiindiirebilir. IGT modelinde A20’nin artis1 bu goriisii desteklemektedir. IGT modelinde
HO-1 ifadesindeki aditif artisin A20’de goriilmemesi bu modelde farkli koruyucu genlerin
calistigim1 diisiindiirmektedir. Al’ler genlerinin bazal ifadesinin azalmasi bu goriisi
desteklemektedir.

Caligmamizin gen ifade kinetigi verileri gostermektedir ki yiliksek insiilin
konsantrasyonu GENC hiicresinde Tip I modeline gore ifadeleri biraz daha uzun siireye
yaymakta, Al’ler ifadesini 48 saate kadar uzatmakta, A20 ve HO-1 ifadelerinin pik yanitlarini
2 saat kadar gecikmeye yaymakta ve Al’ler pik yanitina ilk 48 saat i¢inde yol vermemektedir.
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Adezyon raporlar1 ve verilerimize bakildiginda bir ¢aligmada Tip I DM hastalarinin
plazmasinda VCAM-1 ve ICAM-1 miktart Tip I DM ve IGT hastalarminkine gore arttigi
saptanmustir (170). Biz de Tip II DM modelinde en yiiksek mononiikleer hiicre baglanmasini
elde ettik. Bu bulgular disiindiirmektedir ki Tip II DM hastalar1 bobrek lezyonlarina
infiltrasyon acisindan daha yiiksek risk altindadir (172). Ayrica ¢alismamizda Tip | DM ve
Tip 11 DM streslerinin GENC hiicresinde monosit/makrofaj adezyonunu CD4+ T lenfosit
adezyonuna gore arttirdigl, ancak bu artisin IGT stresinde ortadan kalktig1 gosterilmistir. Bu
da IGT'de glomeriiler lezyonlardan CD4+ T lenfositlerinin de sorumlu oldugunu
diistinmektedir. Caligmada saptadigimiz gibi Tip Il DM stresi altindaki aortik endotel
hiicrenin Tip I DM modeline gore daha az 16kosit adezyonu yapmasi, Tip | DM hasta
arterlerinde kopiiksii hiicreye daha sik rastlamasi ile uyumludur.

Sonuglar toplu degerlendirildiginde Tip I DM hastalarinda monositlerin yardimec1 T
lenfositlerine gore mikro ve makro vaskiiler yataklardaki endotel hiicre apikal yilizeyine
infiltrasyon olasiligi major olabilir. A20 ve HO-1 genlerinin ve ozellikle A20 geninin geg
dénemde koruyucu rolii major olabilir. Tip II DM hastalarinda ise mikro vaskiiler yataklarda
yardimc1 T lenfositlerinin ve makrovaskiiler yataklarda monositlerin endotel hiicre apikal
yiizeyine infiltrasyon olasiligi major olabilir. Bunda HO-1 geninin koruyucu rolii major
onemde disiiniilebilir. IGT hastalarinda mikrovaskiiler yataklarda yardimer T lenfositlerinin
Tip II DM hastalarindakine gore endotel hiicre apikal yiizeyine ¢ok daha yiiksek miktarda
infiltrasyonu major beklenebilir. IGT'de A20 ve HO-1 genlerinin birlikte koruyucu oldugu ve
ozellikle HO-1 geninin major 6nemde oldugu diisiiniilebilir.

Bulgularimiz diyabette endotel hiicrenin her diyabet kosuluna farkli profilde yanit
verdigini, bu nedenle koruyucu drug tasariminda diyabetin tipine 6zgiil yaklasimlarin
sergilenmesi gerektigini diigiindiirmektedir. Bir arastirici tarafindan streptozotosin ile
indiiklenmis Tip Il DM diyabetik siganlarda endotelyuma bagimli vaskiiler relaksasyon
anormalitelerinin HO-1 indiiksiyonu ardindan iyilestigi gosterilmistir (154). Yiiksek glikoza
maruz birakilan insan koroner endotel hiicrelerinin ve A20 gen defektli transgenik ve A20 gen
defektsiz diyabetik siganlarin inflamatuvar uyaranlarla uyarildiginda in vitro ve in vivo yiiksek
A20 mRNA ve daha az seviyede A20 protein ifadesi yaptiklari saptanmistir (148). Bu
sonuglar diyabetik nefropatiye veya diger vaskiiler patolojilere karsi koruyucu genler veya
gen trinleri kombinasyonlariin terapdtik olarak tasarlanabilecegini diisiindiirmektedir.
Paralel olarak tip I hastalarinda intimaya infiltre CD4+ T hiicreleri tarafindan makrofajlarin

kopiiksti  hiicrelere dontistiiriilmesine ve ortaya gecikmis tip asir1 duyarlik reaksiyonu

83



¢ikmasina karsi hedefleyici tedavi tasarimlari ele alinabilir. Tip IT DM ve IGT hastalarinda ise
apikal ytlizeye go¢ eden yardimci T hiicrelerinin muhtemel DAMP'lara kars1 gelisecek edinsel
hiimoral yanita yol vermemesi i¢in hedefleyici tedavi tasarimlar1 ncelikle diisiiniilebilir.

Calismamizdaki koruyucu genlerle etkili hedefleyici tedavi tasarimlar1 diisiiniiliirken
Tip I DM hastalar1 igin A1’ler/A20/HO-1 ifade oranlarimin 1/10/30; Tip II DM hastalar1 ve
IGT hastalar1 i¢in A20/HO-1 ifade oranlarinin sirasiyla 1/10 ve 1/7 olarak tasarlanabilir. Doz
olarak da Tip I DM ve IGT hastalarina, Tip II DM i¢in disiiniilebilecek dozun iki kati
planlanabilir. Siiphesiz daha genis koruyucu gen paneli ile yapilacak tasarimlar daha iimit vaat
edici olacaktir.

Endotel koruyucu genlerin ifadelerinin diizenlenmesiyle ilgili miRNA ¢alismalari
kisithdir ancak ilag tasarimi agisindan timit vaat edicidir. A20 geninin Tip | DM modelinde
miR125 ve/veya miR417 ile diizenlendigi gosterilmistir (173, 174). Calismamizda genlerin
miRNA'lar1 incelenmis ve farkli diizenleyicilerle diizenlendigi, ancak, miR-379'un A20 ve
HO-1 genlerini birlikte diizenledigi goriilmiistiir. Bu genlerin miR-379 ile sadece diyabet
stresinde mi diizenlendigi bilinmemektedir.

Farkli vaskiiler yataklardaki endotel hiicrelerin ayni uyariya bazen farkli yanit verdigi
gosterilmistir (175). Calismamiz bobrek glomeriiler endotel hiicre (GENC) modelinde
yapilmis, gerektiginde karsilastirma i¢in aortik endotel hiicre (MAE) kullanilmigtir. Bazi
koruyucu genlerin tiim vaskiiler yataklardaki endotel hiicreler i¢in tiim streslere karsi ortak
koruyucu olabilecegi degisik arastiricilar tarafindan gosterilmistir (82, 89, 157), ancak ortak
olmayan koruyucu genler yataga 6zgii olabilir. Tip I DM stresi altindaki MAE hiicresinde
koruyucu gen mRNA ifadelerinin, GENC hiicredekilerden farkli olarak, iki fazli yapildigi ve
pik ifade seviyelerine farkli saatlerde ulasildigi goriilmektedir. Benzer sekilde Tip I DM
modelindeki adezyon sonucumuz MAE'nin GENC'e gore monositleri %32 daha fazla
bagladigin1 gostermektedir. Diger ¢aligsmalardaki gibi bulgularimiz farkli yataklardaki endotel
hiicrelerin bazen farkli yanit verdigini gostermistir. Bunlarin sebebi farkli vaskiiler
yataklardaki endotellerin farkli sinyal algoritmalar: kullanarak farkli yangi tarzlarini koruyucu
benimsemesi olabilir. Sonuglar endotel hiicre hedefleyici drug gelistirirken vaskiiler yatagin

da es zamanli hedeflenebilecegini diigiindiirmektedir.
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SONUCLAR

. Endotel hiicrenin farkli diyabet streslerini birbirinden ayirt ederek her birine farkli
yanit profili gelistirdigi ¢alismada ortaya konmustur. Bu bulgu orijinaldir ve drug
tasarimin1  yonlendiricidir. Karsilagtirmali yanit bulgular1 toplu halde Ek 7°de
goriilmektedir.

. Bu calismada, mikrovaskiiler GENC ve makrovaskiiler MAE endotel hiicre hatlariyla
Tip I DM, Tip Il DM ve IGT streslerine yanit veren fare in vitro aragtirma modelleri
gelistirilmistir. Hatlarin yanitla ilgili 6zellikleri karakterize edilmistir. Ozellikle IGT
ve Tip II DM stresine yanit dlgme tasarimi orijinaldir ve ileriki arastirmalara katki
saglar.

Calismada, kan 16kosit izolasyonunda kullanilabilir pratik ve ucuz yogunluk gradienti
saglayan yeni ayirag gelistirilmistir.

Calismanin bilisim bulgular1 A20 ve HO-1 gen ifadelerinin miR379 tarafindan ortak
diizenlenebilme olasiligini ortaya koymustur.

Calismada, farkli vaskiiler yataklardan gelen endotel hiicrelerin ayn1 diyabet stresine

kars1 farkli yanit gelistirebildigi gosterilmistir
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OZET

Tez g¢aligmamizda endotel hiicrelerin farkli diyabet streslerine 6zgiil yanitlarinda
literatiirde heniiz aydinlatilmamis iki noktaya odaklanilmistir. Bu noktalar hangi diyabet
stresinin endotel hiicreyi hangi 16kosit kombinasyonunda infiltrasyona itekledigi ve hangi
koruyucu gen ifadesine siiriiklendigidir. Bu ¢alisgmada olarak adezyon testi ile monosit ve T
lenfosit hiicrelerin glomeriiler endotel tabakalara in vitro yapisma profili ve RT-PZR
yontemiyle Al’ler, A20, HO-1 koruyucu gen mRNA'larinin endotel hiicrelerde ifade profili
karsilastirilmali olarak incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore; (1) endotel hiicrelere
monositlerin Tip I DM modelinde sirasiyla Tip Il DM ve IGT modellerine gore 0,5 ve 0,8 kat,
T lenfositlerin ise sirastyla Tip Il DM ve IGT modellerine gore 0,4 ve 0,5 kat daha az
yapistigt; Al’ler/ A20/ HO-1 mRNA’larinin hiicrelerde sirasiyla 2,4/ 22/ 74 kat fazla ifade
edildigi; (2) monositlerin Tip II DM modelinde Tip I DM modeline gore 1,8 kat, IGT
modeline gore ise 1,1 kat, T lenfositlerin Tip I DM modeline gore 2 kat, IGT modeline ise
gore 1,5 kat daha fazla yapistig; aynt mRNA’larmn hiicrelerde sirasiyla 1,4/ 8/ 103 kat fazla
ifade edildigi; (3) monositlerin IGT modelinde Tip | DM modeline gore 1,1 kat fazla, Tip Il
DM modeline gore 0,6 kat az yapistigi, T lenfositlerin IGT modelinde Tip | DM modeline
gore 1,9 kat fazla, Tip II DM modeline gore ise 0,9 kat az yapistigi; ayn1t mRNA’larin
hiicrelerde sirasiyla 0,7/ 22/ 169 kat fazla ifade edildigi bulunmustur. Koruyucu gen ifade
yanitinin glomeriiler hiicrelerde tek ve aortik hiicrelerde iki fazli gelistigi belirlenmistir. Elde
edilen bulgular degisik tipte diyabet stresinin mononiikleer hiicre adezyon ve adaptif yanitini
endotel hiicrelerde nasil farkli uyardigini gostermistir. Ozellikle glomeriiler lezyon gelisimini

engelleyici ve modifiye edici farmakoterapdtiklerin gelistirilmesi diisiiniildiigiinde hangi
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l16kosit ve koruyucu genin hangi diyabet tipinde Oncelikli hedeflenmesi gerektigi ortaya

konmus, antagomir drug tasariminda hedeflenebilecek olast miRNA’lar saptanmastir.

Anahtar kelimeler: endotel hiicre, diyabet, koruyucu gen
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MONONUCLEAR CELL BINDING AND PROTECTIVE GENE
EXPRESSION RESPONSES OF THE ENDOTHELIAL CELLS UNDER
DIFFERENT DIABETES STRESSES

SUMMARY

In this dissertation stress specific responses of the varied diabetes stresses in
endothelial cells were studied by focusing two points which had not been lightened yet in
literature. These points are, which diabetes stress push endothelial cells which type of
inflitrative leukocyte combination, and which type of protective gene expression. In the study,
in vitro adhesion profiles of the monocytes and T lymphocytes on the aortic and glomerular
endothelial cell layers, which were activated by varied types of diabetes stress, and, mMRNA
expression profiles of the Als, A20, HO-1 protective genes again in the same endothelial cells
under similar activation conditions have been identified. According to the findings obtained,;
(1) in type | DM model, monocytes adhere to the endothelial cells 0,5 and 0,8 times less
compared to type Il and IGT models respectively; while T lymphocytes adhere 0,5 and 0,8
times less compared to type Il and IGT models respectively, Als/ A20/ HO-1 mRNAs are
expressed 2,4/ 22/ 74 times more in cells respectively; (2) monocytes adhere 1,8 times more
in type 2 DM model compared to type | DM model, and 1,5 times more compared to IGT
model; the same mRNAs are expressed 1,4/ 8/ 103 times more in cells respectively, the same
MRNAs are expressed 1,4/ 8/ 103 times more (3) monocytes adhere 1,1 times more in IGT
model compared to type | DM model, and 0,6 times less compared to type Il DM model,

while T lymphocytes adhere 1,9 times more in IGT model compared to type 1 model, and 0,9
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times less compared to type 11 DM model; the same mRNAs are expressed 0,7/ 22/ 169 times
more in cells respectively. The results revealed that which molecules in which ratio should
be targeted for inhibition of varied pathological process in endothelial cells in response to
varied diabetes stress, and modifying the adaptif response. These results will enlighten the
adjustments of drug combinations when concerned about development of relevant

pharmacoterapeutics.

Key words: endothelial cells, diabetes, protective genes.
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Koruyucu Genlerin Profillenmesi” konulu tezin bashfmin “Endotel Hiicrenin Farkh
Diyabet Stresleri Altinda Mononiikleer Hiicreleri Baglama ve Koruyucu Genleri
ifadeleme Yanitlars® QOlarak degistirilmesinin uygun olduguna meveudun oybirligi ile karar
verildi.




EK 2: Kullanilan Ayira¢ Formiilleri

10X PBS (stok ¢ozelti) (100ml): 8 gr NaCl (son konsantrasyon 1,37 M), 0,2 gr KCI (son
konsantrasyon 27 mM), 1,44 gr Na2HPOj4 (son konsantrasyon 100 mM), 0,24 gr KH2PO4 (son
konsantrasyon 18 mM) 80 ml ultra saf su i¢inde manyetik karistiric1 ile ¢oziliniir. 1IN HCI
¢ozeltisi ile pH 7,2’ye ayarlanir. Cozelti oda 1s1sinda saklanir. Hiicre kiiltiirii i¢in kullanilacak

PBS, 1X’e seyretilir ve 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak kullanilir.

Tripsin ¢dzeltisi: 0,5 gr tripsin, 0,2 gr EDTA 100 ml PBS iginde ¢oziiliir. Enjektor filtre ile

sterilize edilir. Cozelti alikotlara ayrilir ve -20°C’de saklanr.

Paraformaldehit ¢dzeltisi: 2 gr paraformaldehit 100 ml PBS i¢inde geker ocak altinda 60°C’de
manyetik karistirict ile karistirilir. 1IN NaOH ¢dzeltisi ile pH 7,4 olarak ayarlanir. Cozelti
4°C’de saklanir.

% 4'lik trifan mavisi ¢dzeltisi (agirlik/hacim): 0,4 gr trifan mavisi 10 ml PBS i¢inde ¢6ziiniir.

Cozelti huni yardimiyla siizge¢ kagidindan siiziiliir. Oda 1s1sinda saklanir.

LB besiyeri (1 It): 10 gr bakto-tripton, 5 gr maya ekstrakti, 10 gr NaCl, 800 ml deiyonize su
icinde c¢oziilir. IN NaOH cozeltisi ile pH 7,5’e ayarlanir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika

otoklavlanir.



EK 3: Kullanilan cihazlar
Laminer akim cihazi
CO2’1i etiiv

Invert mikroskop
Buzdolab1

-80 dondurucu

-20 dondurucu

Santrifiij cihaz1

Su banyosu

Hassas terazi

pH metre

Internet erigimli bilgisayar
Pipetor

Mikropipet (1000, 200, 10, 1)
PZR cihaz1

Mini spin

Mikro santrifiij
Spektrofotometre
Elektroforez cihazi
Elektroforez tanki
Transliiminator

gRT-PZR cihazi

Mikrodalga firin



EK 3: Kullamlan malzemeler
Kiiltiir sisesi

Cam serolojik pipet

Pipet ucu (1000, 200, 10, 0,5)
Kryotiip

S1iv1 azot tanki

Universal tiip (50, 15, 1.5)
Lam

Lamel

6’11 kiiltiir plag1

Kaziyici

Penset

Naeuber kamarasi

Beher

Atik kabi (sivri ve kesiciler, biyolojik atiklar)

Kuvartz kiivet



EK4: Tablo 4°de verilen 6n ¢calismalarin ayrintisi

1, 2, 5. ve 24. deneylerle total RNA baslangic miktari belirlenmesi:

1. deneyde; normoglisemik ortamda kiiltiire edilen ve Tip I DM, Tip II DM ve IGT
aktivasyon sartlarina maruz birakilan GENC hiicre hattinda Al’ler, A20 ve HO-1
mRNA’larinin ifade profilleri arandi. internal kontrol geni olarak HPRT-1 geni kullanildi.
Aktivasyonlar 2, 24, 48 saatlik siirelerde yapildi, aktivasyon sonunda hiicrelerden total RNA
izole edildi. 10 6rnegin ikisinden yiiksek miktarda RNA verimi alinirken geriye kalan 8
ornekten yeterli verim alinamadi. cDNA sentezinde her bir sart i¢in azami miktar (0,5ug)
total RNA kullanildi. cDNA’lar dilue edilmeden, 40 dongii; 94°C’de 15 saniye, 57°C’de 1
dakika profilli ile gRT-PZR’de ¢ogaltildi. Cihazda gogalmayr gosteren herhangi bir Ct degeri

saptanamadi

2. ve 3. deneyler; onceki deneyde kullanilan yeterli miktarda RNA ihtiva eden
orneklerle tekrarlandi. cDNA sentezinde kullanilan total RNA 1ug’ a ¢ikarildi, cDNA’lar dilue
edilmeden A20 mRNA’st i¢in reaksiyona konuldu, reaksiyon sonunda Ct degerleri yine

saptanamadi. Sonuglar irdelendiginde kullanilan PZR profilinin hatali oldugu fark edildi.

5. deneyde Oncesi; RNA izolasyonu optimize edilerek (RNA izolasyonu optimizasyon
kisminda anlatildi) verim sorunu ¢oziildii. Bu deneyde 48 saat Tip I DM ile aktive edilen

MAE hiicre hattindaki A1’ler, A20 ve HO-1 mRNA’lar1 ifade profilleri arandi. Bu deneyle
baslangi¢ total RNA miktar1 2 ug olarak optimize edildi.

24. deneyde; MAE hiicre hatt1 ile yapilan deneyde baslangi¢ total RNA miktar1 3 ug’a
cikarildi, cDNA 1/1 oraninda kullanildi ve Tip I DM modeliyle aktivasyon sonrast A20
mRNA ifade profili jel lizerinde gosterildi. Baslangi¢ total RNA miktar1 3 ug ve cDNA

dilusyonu 1/1 olarak optimize edildi.

4. deneyde PZR profili diizeltildi:

Bu deneyde; ilk deneyde kullanilan ve RNA miktar1 yeterli érneklerden ikincisi
kullanildi. PZR profili 94°C’de 10 dakika, 40 dongii; 94°C’de 15 saniye, 57°C’de 1 dakika

olarak diizeltildi, 6nceki deney tekrarlandi, gen ifade degisimi saptandi.



5,6,7.ve9. deneylerle cDNA dilusyonu orani belirlendi:

5. deneyde 48 saat Tip I DM modeliyle aktive edilen MAE hiicre hattindaki A1’ler, A20
ve HO-1 mRNA’larinin ifade profilleri arandi. cDNA o6rneklerinin 1/10, 1/100 ve 1/1000
dilusyon oranlar1 karsilastirildi. Elde edilen verilerde ¢ukurlararasi okuma hatalar1 saptandi,
hatalar diglanarak Ct verileri degerlendirildi. Delta delta Ct analizi ile genlerin 48 saatlik

yiiksek glikoz aktivasyonu i¢in ifade profilleri ¢ikarildu.

6. deneyde; 5. deneyin tekrar1 yapildi. Deney sonucunda 6nceki deneyle tutarli sonuglar
elde edilemedi. Ancak karsilastirmali cDNA sonuglarina gére: A20 mRNA’s1 igin MAE hiicre
hattiyla yapilan qRT-PZR deneylerinde baslangic RNA miktarinin 2 ug, cDNA dilusyon

oraninin 1/1 olmasina karar verildi.

7. deneyde; 24 saat Tip I DM ile aktive edilen MAE hiicre hattinda A1’ler mRNA’sinin
ifade degisimi arandi. Sartlar degistirilmeden yapilan deneyde 2ug total RNA ile sentezlenen
cDNA 06rneginin 1/10, 1/100 ve 1/1000 dilusyon oranlar1 karsilastirildi. A1’ler mRNA’lar1
icin MAE hiicre hattiyla yapilan qRT-PZR deneylerinde ¢cDNA dilusyon oraninin 1/1

olmasina karar verildi.

9. deneyde; hiicre hatt1 degistirildi. GENC hiicre hatt1 48 saat Tip I DM ile aktive edildi.
Bu deneyde A20 mRNA ifade degisimine bakildi ve cDNA’nin 1/1 ve 1/10 dilusyon oranlari
karsilastirildi. GENC hiicre hatt1 ile yapilan aktivasyonda A20 mRNA’s1 i¢in cDNA dilusyon

oraninin 1/1 olmasina karar verildi.

10. ve 11. deneylerde; 48 saat Tip I DM ile aktive edilen MAE ve GENC hiicre

hatlarinda A20 mRNA’sinin ifade degisimi i¢in optimize deneyleri tekrarlandi.

6-8. deneylerde kullamilan malzemelerin ve gercek zamanh termal dongii cihazinin

kalite kontrolii yapildi:

5. deneyde cukurlararasi elde edilen asir1 farkli Ct degerlerinin sebebi arastirildi.
Orneklerin konuldugu plak incelendi. Plaktaki ¢ukur hacimlerinin arasinda farkliliklar
goriildi. Hacim farkliliginin plagin kapatilmasinda kullanilan filmin yiiksek 1sida burusup
kagak yapmasi sonucu Orneklerin buharlagmasiyla olustugu anlasildi. Filmin degistirilmesine

karar verildi.



6. deneyde; kullanilan film degistirildi. MAE hiicre hatt1 ile 5. deneyin tekrar1 yapildi.
Elde edilen sonuglar dnceki deneyi dogrulamadi. Ancak ¢ukurlararasi Ct degerleri arasindaki

farklilik giderildi.

8. deneyde 7. deney paralel olarak yapildi. Bu deneyde Onceki deneylerde kullanilan
“Bioneer” (Ek 3A) qRT-PZR cihaz1 ile “ABI 7500 The Applied Biosystems StepOne Real-
Time PCR Systems” (Ek 3A) gercek zamanl termal déngii cihaziyla karsilastirildi. Iki
cihazdan elde edilen sonugclar arasinda ciddi farkliliklar gézlenmedi. “Bioneer” termal dongii

cihaz ile deneylerin devamina karar verildi.

12-18. deneylerde master miks degisimi/se¢cimi yapildi, primer konsantrasyonu
belirlendi: Her bir deney bagimsiz olmak iizere tiim deneylerde MAE hiicre hatt1 48 saat Tip
| DM ile aktive edildi ve A20 mRNA’sinin ifade degisimi arandi.

12. deneyde; onceki deneylerde kullanilan “qRT-PCR Faststart SYBR Green Master
(ROX) mastir miksi” (Ek-04913850001, Roche, Almanya) ve “Absolute g°PCR SYBR Green
ROX Mix mastir miksi” karsilastirildi. Reaksiyon ayiraglart esit (baslangic total RNA 2ug)
hacimde c¢cDNA (1/1 dilusyon) ile kit prospektiislerinin 6nerdigi gibi hazirlandi. Primer
konsantrasyonu birinci kit i¢in 300 nM, ikinci kit i¢in 70 nM kullanildi. Sonuglarda iki kit
arasinda farklilik gézlenmemesine ragmen deneylere “Absolute gPCR SYBR Green ROX

Mix mastir miksi” ile devam edilmesine karar verildi.

13. deneyde; se¢ilen mastir miks i¢in 70 nM ve 300 nM olmak {izere iki farkli primer
konsantrasyonu karsilastirildi, sonu¢larda konsantrasyonun agisindan farklilik gézlenmedi.

deney sonuglar: arasindaki tutarsizlik devam etti.

14-19. deneyler optimize deney sartlariyla profilleme deneyleri yapildi:

Optimize edilen deney sartlar1 ile 6 (14, 15, 16, 18. deneyler bagimsiz deneylerdir)
dogrulama deneyleri yapildi. Ard arda en az iki tutarl sonug elde edilmeye ¢alisildi.

14. ve 15. deneylerde; sirasiyla MAE ve GENC hiicre hatlar1 48 saat Tip | DM
aktivasyonu sonrast A20 mMRNA ifade degisimi arandi, 6nceki deneylerin en az biri ile tutarli

sonug gosterilmeye calisildi.

16. deney; MAE hiicre hatt1 ile yapildi. 48 saat Tip I DM aktivasyon sonrast Al’ler, A20



ve HO-1 mRNA’larinda ifade degisimi arandi. 17. deneyde; onceki deneyde kullanilan

ornekle deney tekrarlandi. Onceki deney dogrulanamadi.

18. deney ayni hiicre, ayn1 aktivasyon sart1 ve siiresi i¢in tekrarlandi. 19. deneyde ayni
ornekte A20 MRNA ifade degisimi i¢in deney tekrar edildi. Birbiriyle tutarli sonuglar elde
edilemedi.

20-21. deneylerde gRT-PZR profili yeniden belirlendi:

Birbirini destekleyici sonuglarin elde edilememesi sonucu profilleme deneyinin tiim

basamaklarinin irdelendi. qRT-PZR profili optimize edildi.

20. deneyde; A20 mRNA ifadesi i¢in MAE hiicre hatti, Tip | DM aktivasyon sart1 ile 48
saat aktive edildi. Deney onceki deney sartlar degistirilmeden yapildi. Deney sonucunda A20

MRNA ifadesinde degisim saptanmadi.

21. deney; 21. deneyle ayn1 6rnek kullanilarak paralel yapildi. Deneyde 95°C’de 15
dakika, 40 dongii; 95°C’de 15 saniye, 57°C’de 1 dakika olan gRT-PZR profilinin ikinci
dongiisiine uzama basamag: eklendi. iki deneyin sonuglari arasinda farklilik gézlenmedi. PZR
profilinin 95°C’de 15 dakika, 40 dongii; 95°C’de 15 saniye, 57°C’de 1 dakika, 72°C’ de 30

saniye olmasina karar verildi.

22. ve 23. deneylerde RNA kalite kontrolii yapildi:

Birbirini destekleyici sonuglarin elde edilememesi kaliteli RNA elde edilip edilmedigi
sorusunu dogurdu. RNA izolasyonu sirasinda DNA yikim basamaginin atlandig1 ve DNA ile

kontamine olmus RNA elde edildigi fark edildi.

22. ve 23. deneyde; DNA kontaminasyonunun deney sonuglart iizerine etkisini
saptamak tizere DNA ile kontamine RNA 6rnegi ile saf RNA 6rnegi karsilastirildi. 48 saat Tip
I DM modeli ile aktive edilmis 2 kiiltiir sisesindeki MAE hiicrelerden biri RNA izolasyonu
sirasinda DNAz ile muamele edildi digerinin izolasyonunda ise DNAz kullanilmadi.
Orneklerdeki DNA kontaminasyonu hem denature edici RNA elektroforezi metoduyla hem de
agaroz jel elektroforez metoduyla gosterildi. DNA kontamine RNA 6rnegi ve saf RNA 6rnegi
ile yapilan qRT-PZR deneyinde A20 mRNA ifade degisimi agisindan fark: saptanmadi.



24. deneyle optimize deney sartlariyla profilleme deneyleri yapildi:

24. deneye kadar yapilmis olan optimizasyon kullanilarak MAE hiicresinde Tip | DM
aktivasyonu ile A20 mRNA’siin ifade degisim deneyi yapildi. Deney sonucunda A20 mRNA

ifadesinde degisim saptanamadi.

25- 34. deneylerde Al’ler, A20 ve HO-1 genlerinin ifadelenme Kinetigi belirlendi:

25. deneyde; MAE hiicre hatt1 2, 4, 6, 9, 12, 24 ve 48 saat Tip | DM aktivasyon
ortamina maruz birakildi, hiicrelerden total RNA izole edildi, 3 ug total RNA’dan cDNA
sentezlendi. Konvansiyonel PZR ile Al’ler, A20 ve HO-1 mRNA’lar1 cDNA’lar1 ¢ogaltildi.
Genlere ve aktivasyon siirelerine gore elektroforez haritasi olusturuldu. PZR firiinleri haritaya

gore jele yiliklendi ve elektroforez yapildi. mMRNA ifadeleri jel tizerindeki bantlarla gosterildi.

26. deneyde; hiicre hatt1 degistirildi. Tip DM modeli i¢in GENC hiicresinde A1’ler ve
A20 mRNA’larinin 2, 4, 6, 12, 24, 48 saat ifadelerine bakild:.

27. deneyde; HO-1 mRNA’sinin Tip | DM modelinde 4, 6. saat mMRNA ifadesine bakild.

28. deneyde; Tip I DM modelinde Al’ler mRNA’lar1 igin 4 ve 6. saat; A20 mRNA’s1
icin 2-6.saat mRNA ifadesi dogrulama deneyi yapildu.

29. deneyde; Tip | DM modelinde HO-1 mRNA’s1 i¢in 4, 6. saat mRNA ifadesi
dogrulama deneyi yapildi. Bu deneyle ayrica HO-1"in 2.saat mRNA ifadesi de incelendi.

30. deneyde; Tip II DM modelinde A1’ler ve A20 mRNA’larinin 2, 4, 6, 12, 24, 48. saat
mRNA ifadelerine bakild:.

31. deneyde; Tip 11 DM modelinde HO-1 mRNA’sinin 2, 4, 6, 9. saat mRNA ifadesine
bakild.

32 ve 33. deneylerde; Tip I DM modelinde A1’ler i¢in 6. saat, A20 ve HO-1 i¢in 4. saat
MRNA ifadesi dogrulama deneyi; Tip Il DM modelinde A1’ler ve A20 igin 6. saat, HO-1 igin
4. saat mRNA ifadesi dogrulama deneyleri yapildu.

34. deneyde; IGT modelinde Al’ler i¢in 6. saat, A20 ve HO-1 i¢in 4. saat mRNA
ifadeleri incelendi.



EK 5: Sekil 17, -18 ve -19°da elde edilen verileri gelistiren deney goriintiileri
(@)

2s 4s 6s MAB
A20 A20 A20

N—
———
| —
- —
A ——
——
—
——
- —

(b) (c)
2s 4s 6s MaB
HO-1 HO-1 HO-1 P
| Aller Al’lSi~—=
500 bg
100 be
200 be
100 bg

MAB: Molekiiler agirlik belirteci
GENC hiicre Tip I DM modelinde dogrulama deneyi jel goriintiileri

(a) GENC hiicre Tip I DM modeli A20 mRNA ifadesi jel goriintiisii kinetigi dogrulama deneyine aittir. Jelde
goriinen A20 mRNA bantlar1 215 bg¢ uzunlugundadir. Kinetik ¢alismada 2-6 saat ifadeleri bagimsiz yapilan bu
deneyle dogrulanmustir. ifade piki kinetik ¢aligma bulgulartyla uyumludur. A20 dogrulama deneyi HO-1
dogrulama deneyi ile paralel deneylerdir. (b) GENC hiicre Tip I DM modeli HO-1 mRNA ifadesi jel goriintiisii
kinetigi dogrulama deneyine aittir. Jelde goriinen HO-1 mRNA bantlar1 127 b¢ uzunlugundadir. Kinetik
calisma 4. ve 6. saatler i¢in yapilmigken dogrulama deneyinde aktivasyon siireleri 2-6 saatlere genisletilmistir.
HO-1 mRNA ifadesi 2-6 saat siirmektedir. Bulgularda ilk deneyde incelenmeyen 2. saat mRNA ifadesi burada
gosterilmigtir. mRNA ifade piki 4. saatte gdzlenmistir. Sonuglar ilk deneyle uyumludur. (¢) GENC hiicre Tip I
DM modeli Al’ler mRNA ifadesi jel gorlintiisii kinetigi dogrulama deneyine aittir. Jelde goriinen Al’ler
mRNA bantlart 166 b¢ uzunlugundadir. Dogrulama deneyi kinetik ¢alismaya gore elde edilen bulgulara gore 4.
ve 6. saatler icin bagimsiz olarak yapilmustir.



EK 6: Ham veri EK 6A. Tablo 12 ve Sekil 16’daki bulgularin ham veri tablosu

Tip
DM

Tip
DM

Deney Modelleri

Mikrovaskiiler
endotel hiicreye

yapisan

mononiikleer hiicre

Deney
ortalamasi

Bagimsiz
ii¢ deneyin
ortalamasi

Profil

sagllarl

Monosit hiicreler % 78, T
lenfosit hiicreler % 53
oranla daha fazla yapisir.

Monosit hiicreler % 141
T lenfosit hiicreler % 114
oranla daha fazla yapisir

Monosit | linci 25, 29,|29,6 28,5
deney 33, 29,
32
2inci 22, 20, | 27,6
deney 28, 29,
39
3iincii 23, 28, | 28,2
deney 31, 24,
35
T linci 35, 32,1248 23,8
Lenfosit | deney 20, 19,
18
2inci 35, 29, | 23,8
deney 21, 19,
15
3iincii 33, 26, |22,8
deney 19, 18,
18
P ———.,.-SsMsL A —$———trrrr 3
Monosit | linci 37,36, | 39,2 38,6
deney 42, 44,
37
2inci 39, 41,394
deney 39, 40,
38
3iincii 36, 39, |37,2
deney 43, 34,
34
T linci 35, 33,332 33,2
Lenfosit | deney 34, 34,
30
2inci 34, 27,1328
deney 33, 36,
34
3iincii 30, 31, |33,4
deney 33, 37,
36




EK 6: Ham veri EK 6A. Tablo 12 ve Sekil 16’daki bulgularin ham veri tablosu- devam 1

Mikrovaskiiler
_ endotel hiicreye Deney Bagimsiz _
Deney Modelleri yapisan ortalamasi iic deneyin Profil
mononiikleer hiicre ortalamasi
sagllarl
IGT Monosit | linci 38, 33,29 30,9
deney 23, 25,
26
2inci 36, 29, | 30,8
deney 34, 33,
22
3inci 36, 40, |33
deney 34, 25, Monosit hiicreler % 93
30 T lenfosit hiicreler % 104
oranla daha fazla yapisir
T Linci 36, 29,314 31,6
Lenfosit | deney 33, 31,
28
2inci 37, 33,|31,4
deney 35, 25,
27
3iinci 39, 37,32
deney 33, 29,
22
Pozitif | Monosit | linci 35, 38,392 37,6
kontrol deney 46, 43,
34
2inci 35, 39,372
deney 36, 40,
35
3iincii 41, 38, | 36,4
deney 33, 38,
32
T linci 31, 32,316 31,1
Lenfosit | deney 35, 33,
27
2inci 31, 30,322
deney 33, 36,
31
3iincii 34, 37,1296
deney 26, 27,
24




EK 6A. Tablo 12 ve Sekil 16°daki bulgularin ham veri tablosu- devam 2

Mikrovaskiiler
endotel hiicreye Bagimsiz
Deney Modelleri yapisan ! Deney ii¢ dgeneyin
Mmononiikleer hiicre ortalamas ortalamasi
sagllarl
Normal | Monosit | linci 21, 20, | 16,6 16
deney 19, 11,
12,13
2inci 19, 21, 16,2
deney 16, 15,
10,

3iincii 20, 17,]15,2
deney 15, 14,

10
T linci 15, 13, | 14,6 15,5
Lenfosit | deney 17, 14,
14
2inci 20, 16, | 15
deney 10, 11,
18

3iincii 23, 18, | 16,2
deney 12, 17
11,

Tablonun ilk stitununda deney modelleri; ikinci siitununda GENC hiicre ile yapilan deneylerde hiicre tabakasi

yapisan monosit ve T lenfosit hiicre sayilart; {igiincii siitununda her bir deneyde; dordiincii stitunda bagimsiz ii¢
deneyde elde edilen monosit ve T lenfosit hiicrelerin ortalama yapisma sayilarinin ortalamalari; besinci siitunda
herbir deneyde normalize edilmis yapisan monosit ve T lenfosit sayilarinin ortalamalari; altinci siitunda deney
modeline gore elde edilen yapigsma profili bulunmaktadir. Tablodaki dort deney modeliyle yapilan deney serileri
birbirinden bagimsizdir. Elde edilen yapigsma sayilari invert mikroskopta rastgele 5 alanin sayilmasiyla

saptanmistir. Deney modellerindeki monosit/T lenfosit yapisma profili normalize edilerek bulunmustur.



EK 6: Ham veri EK 6B. Tablo 17 ve Sekil 24’deki bulgularin ham veri tablosu

Deneyler Genler Ct triplike degerleri Normalize

Sy | ————————

19,82
HPRT-1 19,87 19,84
19,84
28,69
Al'ler 28,81 28,87
29,11
34,05
A20 33,61 33,84
33,86
30,25
HO-1 30,31 30,2
30,04
19,07
HPRT-1 19,09 19
18,84
26,65
Al'ler 26,69 2679 | 7,79 | -1,24 2,4 kat
27,02
29,15
A20 29,01 2893 | 9,93 | -407 16,8 kat
28,63
23,42
HO-1 22,80 2308 | 408 | -628 77,7 kat
23,02
19,22
HPRT-1 19,10 19,15
1913
27,03
Al'ler 27,13 27 7,857 | -1,173 | 2,25 kat
26,94
30,61
A20 30,45 305 | 993 | -407 6,3 kat
30,44
2358
HO-1 23,62 2364 | 408 | -628 58,5 kat
2372
18,69
HPRT-1 18,32 18,51
18,52
28,74
IGT Al'ler 28,17 2853 | 10,02 | +0,99 0,5 kat
28,68
29,43
A20 29,35 2929 | 10,78 | -3.22 9,3 kat
29,09
21,73
HO-1 21,55 2169 | 318 | -7,18 | 1450kat
21,79

Tip | DM

Tip 11 DM




EK 6: Ham veri EK 6B. Tablo 17 ve Sekil 24’deki bulgularim ham veri tablosu- devam

Deneyler Genler Ct triplike degerleri Normalize

ECT I N I N R N

23,25
HPRT-1 22,93 23,07
23,03
27,39
Al'ler 27,53 27,82
28,54
34,05
A20 33,88 33,84
33,61
30,88
HO-1 30,93 30,98
31,13
23,58
HPRT-1 23,08 23,67
24,35
27,26
Al'ler 27,06 27,12
27,04
30,05
A20 29,63 29,71 6,04 | -4,73 26,5 kat
29,45
25,42
HO-1 25,70 25,46 1,79 | -6,12 69,6 kat
25,26
22,64
HPRT-1 23,33 22,94
22,85
28,58
Al'ler 28,31 28,41 547 | +0,72 0,6 kat
28,34
30,61
A20 30,45 30,50 7,56 | -3,21 9,3 kat
30,44
23,42
HO-1 23,78 23,64 0,7 -7,21 148,0 kat
23,72
23,29
HPRT-1 23,69 23,63
23,91
28,44
Al'ler 28,20 28,51 4,88 | +0,13 0,9 kat
28,89
29,10
A20 29,43 29,29 566 | -511 35,5 kat
29,35
23,55
HO-1 23,73 23,95 0,32 | -7,59 192,7 kat
24,57

Normal

3,45

-1,3 2,5 kat

Tip | DM

Tip 11 DM

IGT

Tabloda GENC hiicre Tip I, Tip II DM ve IGT deney modellerinde Tip I, Tip Il DM ve IGT genlerine ait qRT-

PZR sonugclar1 bulunmaktadir. Tablonu ilk siitununda deney modelleri; ikinci siitununda aranilan genler; ii¢lincii



stitununda mRNA ifadesine karsilik gelen tiglii CT 1s1ma degerleri; dordiincii siitununda CT deger ortalamalart;
besinci siitununda ACt degerleri; altinci siitununda AACt degerleri; yedinci siitununda normalize edilmis gen
ifade degisim degerleri bulunmaktadir. Tabloda bagimsiz yapilan iki deneyin sonuglar1 bulunmaktadir. Deney

modellerine gore gen ifade degisimi AACt analizi ile bulunmustur (bakiniz: Gere¢ ve Yontemler).

Normalizasyon i¢in HPRT-1 gen ifadesi kullanilmigtir.



EK 7: Tiim bulgular toplu halde
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Sol iki siitunda kullanilan endotel hiicre hattinin ismi ve her birinde uygulanan diyabet stres modelleri
belirtilmistir. Tablonun {ist satirinda 6l¢iilen yanit parametreleri ve altinda parametre degiskenleri belirtilmistir.

Capraz kutucuklarida karsilik gelen veriler yazilmis, verisiz kutucuklar karartilmistir. (1) "Adezyonda % Artis"

parametresi altindaki verilere bakildiginda endotel hiicrelerin her diyabet stresine karst mononiikleer hiicreleri
%40-141 arasinda daha fazla bagladigi goriilmektedir. Veriler gostermektedir ki Tip-l ve Tip-1l DM stresileri
GENC hiicresinin monositleri CD4+ T hiicrelerine gore %50 civar1 daha fazla baglamasini saglamakta, bu fark
IGT stresinde ortadan kalkmaktadir. MAE hiicresinde yiiksek glikozun monosit adezyonunu biraz daha
indiikledigi goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonda insiilinin GENC hiicresine mononiikleer hiicre adezyonunu
yiiksek glikoza gore daha arttirdigi ve ve bu artist IGT sonucunda goriildiigii gibi yiiksek glikozun geriye
dondiirdiigii anlagilmaktadir. Yiiksek instilinin MAE hiicresine total 16kosit adezyonunu yiiksek glikoza gore

yartyarrya diisiirdiigii goriilmektedir. (2) "Belirlenen Saatte Genin mRNA ifadesinin Normaldekine Gore Artis

Kat1" parametresi altindaki normalize verilere bakildiginda endotel hiicrelerin diyabet streslerine karsi, GENC'in
IGT stresi altinda Al'ler yanit1 disinda, koruyucu gen mRNA ifadelerini arttig1 goriilmektedir. A20 mRNA'sinin
diyabet stresi uygulanmayan GENC hiicrede ifade seviyesi qRT-PZR ile tam belirlenebilmistir. Veriler
gostermektedir ki Tip II DM modelindeki yiiksek insulin konsantrasyonu GENC hiicresinde Al'ler ve A20
mRNA ifadesini yiiksek glikoz stresine gore daha az indiiklemektedir. Bu etki IGT modelindeki yiiksek D-glikoz
konsantrasyonu ile birlestiginde Al'ler mRNA ifadesini bazal seviyenin de altina diigiirmekte, A20 ifadesinin ise
gRT-PZR verisine gore rekonstiisyonuna sessiz kalmaktadir. HO-1 ifadesini iizerinde ise yiiksek insiilin
konsantrasyonu qRT-PZR verisine gore indiiksiyon etkisi yapmakta ve bu etki IGT modelinde aditif ifade ile
sonuc¢lanmaktadir. Burada MAE hiicresi tip-I DM stresi altinda benzer mRNA profili gostermistir. (3) "Gen
mRNA ifadesinde Artisin Gériildiigii Saatler" parametresi siitunu altindaki verilere bakildiginda, 2-48 saat

boyunca tip I ve tip II DM stresleri altinda kalan GENC hiicresinin, Tip II DM'deki Al'ler disinda diger Al'ler ve
A20 mRNA ifadelerini 2- 9'uncu saatler arasina yogunlastirdigi ve pik artig(lar)1 2'nci ve 6'nci saatler i¢inde
gosterdigi anlagilmaktadir. Daha kisa periyot boyunca takip edilen HO-1 ifadesi de benzer saattlerde pik artig(lar)
yapmustir. Verileri gostermektedir ki yliksek insiilin konsantrasyonu GENC hiicrede Tip I modeline gére mRNA
ifadelerini daha genis siireye yaymakta, Al'lerin ifadesini 48 saate kadar uzatmakta ve pik yanita burada izin
vermemekte, A20 ve HO-1 ifadelerinin pik yamtlarimi 2 saat geciktirmektedir. MAE hiicre verisine bakildiginda
Tip | DM stresine 2-48 saat boyunca maruziyet sonucunda pik saatlerinin GENC'e gore A20'de 2 saat ve HO-
1'da 4 saat geciktigi, ayrica, tiim ifadelerin iki fazli yapildigi goriilmektedir. Ikinci faz, HO-1'da 12'nci saatte ve
digerlerinde 24'lincli saatte baslamakta ve izlenen 48 saat sonuna kadar siirmektedir. HO-1'da ifadenin gittikce

artt1ig1 izlenmektedir.
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