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ATEROSIKLEROZIS’E PROTEOMIK YAKLASIMLAR

OZET

Aterosklerosis koroner arteri hastaliklariyla, yiliksek tansiyonla, diyabet ve vaskiilit
patojeniyle baglantili 6nemli hastaliklardan biridir. Aterosklerotik vaskuler yapida lipit
parcaciklarinin birikimiyle birlikte ilerleyen enflamatuvar tepki seklinde kendini gdsterir, bu
da endotelin aktivasyonunun, adhezyon molekiillerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin
artmasina neden olur. Ayni zamanda in vitro ortamda yapilan ¢alismalar dolagim sistemindeki
monositler ve doku makrofajlarin da bu olusum da rol aldigin1 gostermistir. Damar
duvarindaki endotel hiicrelerle vaskiiler hiicre yapisina uygulanan herhangi bir stres sonucu
etkin hale gecen ve bagisiklik sisteminin onemli elemanlar1 olan monosit ve makrofajlarin
etkilesimi olduk¢a Onemlidir. Atherosclerosis yas, genetik ve cevre gibi faktorlerle
etkilesimde olan ¢ok fonksiyonlu bir hastaliktir. Cok faktorli bir hastalik olan
Atherosclerosis, heniiz gen degisimi ve epigenetik faktorlerle aciklanmamistir. Bu giin
proteomic teknolojileri, proteinlerin global profili ve protein modifikasyonlari, bireysel
degisiklikleri anlamamiza ve anlatmamiza yardimci olur.

Bu caligsmada atherosiklerozda 6nemli olabilecek yeni biyo-belirteclerin tanimlanmasi ve yeni
tedavilerin belirlenmesinde, kullanilabilir yeni yaklasimlarin gelistirilmesini amac¢lanmistir.
Inflamatuar siirecte yer alabilecek yeni molekiiller ve mekanizmalarin tanimlanmasi amaciyla
kontrol ve lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilarak inflamasyon modellenen entotel (HUVEC) ve
THP-1 hiicrelerinde 6ncelikle MTT ile hiicre proliferasyonu ve caspase3 ile toksisite testleri
yapilmistir. Yapilan tekli ve ikili ko-kiiltiir 6rnekleri ile iki boyutlu jel elektroforezinde
protein profilleri degerlendirilmistir. Bu yontemle tespit edilen protein profil farkliliklar
bioinformatik analiz programi ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda protein
profillerinde; 24 saat siire ile LPS uygulanan endotel (HUVEC) ve THP-1 hiicrelerinden
olusturulan ikili hiicre ko-kiiltlirii uygulamalarinda tekli hiicre kiiltiirii uygulamalarina gore
daha ¢ok artig goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler:

Atheroskleroz, proteomik analiz, inflamasyon, makrofaj, endotel, lipopolisakkarit,

lipoprotein, kokiiltiir, apoptozis, kaspase.



PROTEOMICS APPROCHES TO ATHEROSCLEROSIS

ABSTRACT

Atherosclerosis is one of the most important diseases that is related with coronary artery
diseases, high blood pressure, diabetes and most vaskulite patogenesis. Atheriosclerotic action
can be defined as an progressive enflamatuar period that is characterized by the accumulation
of lipid particles in the vascular structure , causing the activation of endotel and increasing
the wobulation of the leukocyte adhesion molecules, cytokinins and kemokinins .Also
monocytes and tissue macrofage in the ciculatory system taken to the medium are involved in
the process. The interaction of endothelial cells in the vessel wall and monocyte/macrofages
in vascular circulation , an important component of immune response and which are activated
in the case of any stress with the vascular cell structure is very important. Atherosclerosis is a
multifactor disease that occurs with the interaction between such factors as age, genetics and
environment. Atherosclerosis a multifactor disease, has not been explained through gene
changes and the epigenetic factors yet. Today advanced proteomic technologies, global
profiles of proteins and protein modifications help us to understand and explain individual
differences.

In this study, it is aimed to find out new bio-markers and development of new diagnosis and
treatment methods which may play a role in atherosiklerosis. In order to identify new
molecules and mechanisms that can be involved in inflammatory process, cell proliferation
and toxic test are carried out on Endothel and THP-1 cells which are stimulated by LPS and
control and determined with MTT and appoptosis determined with caspase3 levels .The
protein profiles have been analyzed by the help of 2D electrophoresis and one and two layered
co-culture samples. Protein profiles differences determined by this method are evaluated
through the bio informatics analysis program. These analysis show that there is much increase
in protein profiles of the two layered co-culture specimen consisting of endotel (HUVEC)
and THP-1 cells which are exposed to LPS for 24 hours when compared to one layered co-
culture samples.

Keywords:

Atherosklerois, proteomic analysis, inflammation, macrophages, endothelial cells,

lipopolysaccaride, lipoprotein, coculture, apoptosis, caspase
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1.GIRIS ve AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklar gerek diinyada gerekse iilkemizde en fazla mortalite ve
morbidite goriilen hastalik grubudur. Uzun doénem kesintisiz tedavi gerektirmesi, tim
diinya genelinde baktigimizda ciddi bir ekonomik saglik yiikiinii olusturmasi, ¢ogu
etiyoloji aslinda tam olarak aydinlatilamamisina bagli tedavi modalitelerinin stirekli
degismesi ve tam etkin kalic1 bir tedavinin olmamasi bu tiir patolojilerin altinda yatan
mekanizmalara yonelik caligmalarin 6nemini vurgulamaktadir. Sistem, organ, hiicre ve
molekiiler diizeyde farkli etkenlere bagli degisimlerin belirlenmesi ile pek ¢ok hastaligin
altinda yatan mekanizmalar aydinlanabilecek, yeni tani ve tedavi modaliteleri
olusturulabilecektir. Hizla gelisen protein ¢alismalar1 ile hiicre fonksiyonuna etki
edebilecek proteinlerde daha net tanimlanmaya baslamistir. Ateroskleroz olusumu
enflamatuar vaskiiler hastaliklar koroner arter hastaliklari, hipertansiyon, diabet gibi bir¢ok
vaskiilit patogenezinde yer almaktadir. Damar duvarinda yer alan endotel hiicreleri ile
vaskiiler dolasimda yer alan herhangi bir stres durumunda aktive olan immun cevabin en
onemli komponentlerinden olan monosit ve makrofaj fonksiyonlarmin vaskiiler hiicre
yapisiyla etkilesimi son derece Onemlidir. Enflamatuar siirecte yer alabilecek yeni
molekiiller ve mekanizmalarin tanimlanmasi yeni tedavilere onciiliik edecektir. Bu ¢alisma
kapsaminda atherogenezde dnemli rolii olan enflamatuar hiicre cevabinin ortaya konulmasi
amaciyla endotel ve monosit/makrofajdan olusan kokiiltiir modeli gelistirilmesi ve bu
mekanizmada yer almasi olasi molekiillerden kanser, vaskulogenez ve enflamasyonda

onemli rollere sahip proteinlerin olaya katiliminin aydinlatilmas1 amag¢lanmustir.

Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen verilerin ve olusturulan invitro kokdiltiir
modelinde elde edilen verilerle ileri donemde yapilacak kardiyovaskiiler alandaki
calismalara yonverebilecek bilgi iiretilmesi ve literature yeni yaklasimlar ortaya koyarak

katkida bulunulmasi hedeflenmistir.

Enflamatuar siirecte ortama salinan molekiiler hastaliklarin tani, takip ve tedavi amaciyla
kullanilmaktadir.  Proteinler hiicrelerin  fonksiyonel elemanlaridir;  yapimlarinin,
yerlesimlerinin ve modifikasyonlarin beraber fonksiyon degerlendirmeleri hiicre, doku ve
tiim organizma agisindan ¢ok Onemli veriler saglar. mRNA ekspresyon degisimleri her
zaman yapilacak protein miktar1 ile korele gitmemekte ve fonksiyonel olup olmayacagi

konusunda yeterli veri saglamamas1 nedeniyle proteomik yontemlerle biiyiik ¢apli protein
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yapim ve sekresyon analizleri sonuca ulasma agisindan olduk¢a Onem tagimaktadir.
Ozellikle atherosklerozda ve kardiyovaskiiler patolojilerde proteomik analizlerin kullanim
amac1 ateroskleroz siirecinde kardiyovaskiiler sistemde protein profillerinin degisimini
gbzlemek ve ortaya ¢ikan molekiiler farklilagsmanin incelenmesi sonucu kisiye 6zgii yeni

biyobelirteglerin tanimlanmasidir.

Hiicre Kkiiltiiri modelleri fizyopatolojik mekanizmalarin tek tek ve diger sistemlerin
etkilerinin ayirt edilmesini saglayabilmesi nedeniyle ¢ok onemlidir. Ateroskleroz birden
fazla hiicrenin etkilenerek farkli organ ve sistemlerin olaya katildig1 miyokardial enfarktiis,
inme organlarda iskemik hasarlara neden olabilen enflamatuar bir siirectir. Bu nedenle bu
tez calismasinda immun cevapta onemli olan monosit/makrofajlar ile endotel arasindaki
etkilesim ve buna neden olabilecek proteinlerin degigimleri  incelenmistir. Bu
degerlendirmenin normal ve hiperglisemik stres kosullarinda ve inflmasyonda adindan s6z

edilmeye baslayan protein molekiillerinin ifadesinde degisim olup olmadigna bakilmistir.

2. KURUMSAL TEMELLER

2.1. ATEROSIKLEROZ NEDiR?

Aterosikleroz bati1 diinyasinda en sik goriilen 6liim nedenidir ve ciddi morbiditeye
nedenidir (Murray CJ,1997). Ateroskleroz diinya genelinde insanlarda en 6nde gelen 6liim
nedenidir(WHO,1999). Geleneksel olarak geligsmis iilkelerin bir problemi olarak kabul
edilmesine ragmen iilkemizde de eriskinlerde en O6nde gelen morbidite ve mortalite
sebebidir,(TKD 1999). Ulkemizde koroner kalp hastaliginin prevalansi hakkindaki bilgiler
‘tekharf” calismasinin 1990 kesit taramasinda, insidanst da 1998 yilina kadar gecen
izlemde arastirilmistir. 1990 yilindaki taramada saglanan veriler iilkemizde 1.050.000
koroner kalp hastasinin bulundugunu ortaya g¢ikarmistir (TKD Sem. 2004). Yine ayni
caligmadan elde edilen verilere gore yillik insidans erkeklerde yiizbinde 840, kadinlarda
620 olarak bulunmustur. ‘tekharf’ verilerine gore iilke genelinde tiim nedenlere baglh
oliimlerin % 42’s1 koroner kalp hastaligina (KKH) baghidir. KKH yillik mortalitesi eriskin
erkeklerde yiizbinde 510, kadinlarda 530 bulunmustur(Onat A. 2000). Bu, yilda (85 bini
erkek) 135-140 bin kisinin koroner hastaliklar nedeniyle kaybedildigi anlamina
gelmektedir.



Ateroskleroz biiyiik ve orta boy arterlerin i¢ tabakasinin fokal bir hastaligidir. Bu hastalik
siireci primer olarak arter duvarinin intima tabakasiyla sinirhidir. Bu tabaka lipitler ve
enflamatuar hiicreler tarafindan inflitre olur ve degisik derecelerde fibrozis gelisir(Ross R
2000). Bu gozlem aterosklerozun kismen damar tamiri ile ilgili yanitlarin aktivasyonuna
bagl oldugu diisiincesine neden olmustur. Travmaya vaskiiler yanit ve ateroskleroz
arasindaki benzerliklerin 15181nda, Ross ve Glomset 1976 ‘da, ateroskleroz patogenezi i¢in
“’hasara yanit’’ hipotezini One siirmiislerdir (Ross R 1976). Lipoprotein kaynakli ve
ozellikle oksidatif olarak modifiye olmus lipitlerin intimada birikmesinin arteri hasara
ugrattigina  ve  dliz  kas  hiicresinebagimli  tamir  siirecini  baslattigina
inanilmaktadir(Steinberg D 1989). Bu durum diger iyilesme reaksiyonlarinda goriilen yara
dokusuna benzeyen intimal plaklarin olusmasma yol agar. Iyilesme reaksiyonlar1 siirekli
travma ile engellendigi zaman yara dokusu c¢ogunlukla hipertrofiye ugrar. Bu durum
aterosklerotik plaklarin gerilemek yerine neden biiyiimeye devam ettiklerini agiklayabilir.
Aterosklerotik siire¢ belirgin olarak intimada lokalize olmasina ragmen arter duvarinin
diger tabakalar1 da hastaliktan etkilenir. Plaklarin arkasindaki medya tabakasinda
cogunlukla diiz kas hiicresi kaybi ile birlikte atrofi goriiliir. Mediyal atrofinin sonucu
olarak arter dilate olur. Boylece liimenin boyutlar1 korunmus olur. Sonug olarak arter, ciddi

ateroskleroz gelismis olmasina ragmen anjiografik degerlendirmeler de normal goriinebilir.

Aterojenez, aterom plaklarinin gelisme siirecidir.(Glagov S 1987)(Deepak L 2002)
Aterosklerozun mikroskop altinda goriilebilen ilk asamasi "yag ¢izgileri" olusumudur.
Bunlar endotelin altinda bulunan, i¢i lipit dolu hiicre topluluklaridir; yag ¢izgileri gelip
gecici olabilir. Arter damarlarinda hiicrelerin (6zellikle monosit tiirevi makrofaj gibi
16kositler) ve degisime ugramis lipoprotein birikmesine paralel olarak arter yapis1 degisime
ugrar. Bunu izleyen yangi (enflamasyon), arterin intima tabakasinda aterom plaklarinin
olusumuna yol agar. Intima, damarda endotel ile media ve adventitia arasindaki kisimdar.
Bu plaklar asir1 yag, hiicreler, kollajen ve elastinden olusur. Liimen diye adlandirilan arter

boslugunda baslangigta herhangi bir daralma (stenoz) olusturmazlar.

Diisiik yogunluktaki lipopolisakkarit (LDL) 'nin damar intima matrisinde oksitlenmis
diisiik yogunluktaki lipopolisakkarit (oxLDL) aterom olusumunun ilk adimmdir(Sekil 2.1).
(Stevens 2002) Endotel hiicrelerinin oxLDL tarafindan uyarilmasi kandaki monositlerin
uyarilarak damar duvarina girmesine neden olur. Monositlerin makrofajlara degisimi ve

kiimelenmis oxLDL'nin Avci Reseptdr (Scavenger receptor') tarafindan bu hiicrelerin igine
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alimmasi sonucu kopiik hiicreler meydana gelir. Damar diiz kas hiicrelerinin uyarilmasi
bunlarin harekete ge¢mesine ve ¢ogalmasina neden olur. Doku Faktorii (Tissue Factor,
TF), diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin yiizeyinde belirir ve birikmis fibrin'in fibrinojene

doniismesine neden olur.
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Sekil2.1. Damar icersinde ki lezyon mekanizmasi. (www.wikipedia.com)

2.1.1 Lipoproteinler

Yiiksek serum total ve low-density lipoprotein (LDL) kolesterol ile diisiik serum yiiksek
yogunluktaki lipopolisakkarit (HDL) kolesterol koroner arter hastaligi (KAH) igin
bagimsiz major risk faktorleridir. Total ve LDL kolesterol diizeyi nekadar yiiksekse
aterosklerotik olay goriilme riski o kadar yiiksek olur. Ortalama kolesterol diizeylerinin
goreceli olarak yliksek oldugu toplumlarda diisiik HDL kolesterol KAH’1 6ngdren giiclii
bir parametredir. Ancak ortalama serum total (ve LDL) kolesterol diizeylerinin diisiik
oldugu toplumlarda bir belirte¢ olmayabilir(Grundy SM 1990). Bu baglamda diisiik HDL
kolesterol diger major risk faktorlerine (sigara, hipertansiyon, diyabet) benzer etki gosterir.
Trigliseritlerin ateroskleroz ile baglantist tartisma konusu olmustur. Trigliseritten zengin
lipoproteinlerin hepsi aterojenik degildir. Kiiciik VLDL ve IDL’lere bagh daha az siddetli
hipertrigliserideminin aksine biliylkk VLDL formlarna bagli[14] hipertrigliseridemi
aterojenik degildir. Obezite ve kilo fazlaligi, fizik aktivite azligi, asir1 alkolalimi, asir
karbonhidratli beslenme, diyabet, kronik bdbrek yetersizligi, nefrotik sendrom gibi
hastaliklar, kortikosteroidler, dstrojenler, retinoidler, yiiksek doz beta-bloker gibi ilaglar ve
ailevi kombine hiperlipidemi, ailevi hipertrigliseridemi, ailevi disbetalipoproteinemi gibi

genetik bozukluklar trigliserit yiiksekligine neden olurlar(Burke AP 1998). Plak igerigi
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acisindan son ani koroner 6liim ¢aligmalarinda erkeklerde ve menapoz sonrasi kadinlarda
yiiksek total kolesterol ve diisiik HDL kolesteroliin; ve ozellikle yiliksek total/HDL
kolesterol oraniin hassas, yirtilmaya yatkin, tromboz eklenme riski yiiksek plak olusma
riskini arttirdig1 belirtilmektedir(Celermajer DS 1993). HDL-k diisiikligii tilkemiz i¢in ¢ok
onemli bir risk faktoriidiir. HDL-k diistikliiglinlin (¢ogu insiilin direnciyle ilgili) trigliserit
yiiksekligi, sismanlik, fizik aktivite azlig, tip 2 diyabet, sigara kullanimi, asir1 karbonhidrat

alim1 ve baziilaglar gibi sebepleri vardir.

2.2.Aterosiklerotik Hastaliklar Ve Epidemiyolojisi

Ateroskleroz genelde erken ergenlik ¢aginda baslar, ¢ogu biiylik arterde bulunur ancak
kendini belli etmez ve genellikle tibbi tani yontemiyle de fark edilemeyebilir. Kalbi
besleyen koroner dolasima veya beyni besleyen serebral dolasima etki ettigi zaman
hastalik ciddi anlamda ortaya ¢ikar. Kalp krizi, akut inme, kalp yetmezligi ve genel olarak
cogu kalp hastaligimin altinda yatan neden aterosklerozdur. Damarlarin kas tabakasi
ateromu tutmaya yetecek biiylikliikte kiiciik anevrizmalar olustururlar. Aterom plaginin
varligini telafi edecek sekilde yapisint degistirmesine ragmen kas tabakasi dayanikliligini
sirdiiriir. Ancak, damar duvarmmin igindeki ateromlar yumusak ve yirtilmaya miisaittir,
fazla bir esneklikleri yoktur. Arterler kalp atislariyla siirekli genisleyip biiziiliirler, yani
nabiz atarlar. Ateromun dis kismiyla kas duvari arasindaki kireglenme oldugunda, aterom
ilerledik¢e esneklik kaybina ve damarin sertlesmesine yol agar. Hastalik onlarca yil
yavasca ilerlemesine ragmen, arterin bir aterom tarafindan tikanmasina kadar fark edilmez.
Tipik olarak sdyle meydana gelir: Aterom yirtilmasi, yirtigin tizerinde pihtilasma ve fibroz
yapilanma ve bundan kaynaklanan stenoz ile meydana gelir. Bu siire¢ bir kere veya tekrar
tekrar olabilir. Stenoz yavas ilerleyebilir, buna karsilik plak yirtilmasi ani bir olaydir.
Yirtilma, ince ve zayif fibroz ortiilii "hassas" ateromlarda olur. Liimenin tamamen
tikanmasina neden olmayan ama yinelenen plak yirtilmalarinin tizerindeki piht1 ortlisti ve
pihtiy1 sabitlestirici fizyolojik tepki, ¢ogu stenozu meydana getiren siiregtir. Stenozlu
bolgeler akis hiz1 yiiksek olmasina ragmen daha saglam yapidadir, genelde parcalanmazlar.
Kan akisini durduran yirtilma olaylar1 genellikle az daralma yapmis biiylik plaklarda

meydana gelir.

Kalp hastaliklar1 i¢in kullanilan anjiyografi ve kardiak stres testi teknikleri damarlarda

ciddi daralma (stenoz) noktalarini belirlemeyi amaglar. Bu teknikler aterosklerozu
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dogrudan farketmeye yaramaz. Oysa klinik ¢aligmalar, ciddi kardiyak olaylarin meydana
geldigi yapilarin biiyiik plakli ama az daralmali oldugunu gostermistir. Plak yirtilmasi
saniyelerle dakikalar arasinda bir siirede arter liimeninin tikanmasina ve potansiyel olarak
hastanin daimi sakatlanmasina veya oliimiine yol acabilir. Bu yiizden 1990'lardan beri

tedavinin hedefi olarak daha 6liimciil olan "hassas plak"lara odaklanilmistir.

ABD’de her sene yaklasik 800 bin kisi akut miyokard enfarktiisii ge¢irmektedir ve bunlarin
213 bini 6lmektedir. Oliimlerin yaklasik yarisi1 hastaligin ilk 1 saatinde hastaneye gelmeden
olmaktadir. Bu erken oliimlerin ¢ogunlugu, hastane Oncesi donemde veya hastanede
koroner yogun bakim iinitesinde uygulanabilecek defibrilasyon ile dnlenmesi miimkiin
olan ventrikiiler aritmiler sonucu olusmaktadir. Miyokard enfarktiisiiniin en 6nemli sebebi
epikardiyal koroner arterlerin aterosklerotik hastaligidir. Her ne kadar koroner iskeminin
semptomlarina hemodinamik bozulma yaratacak diizeyde ciddi darliklar sebep olsa da
miyokard enfarktiislerinin ¢ogunlugu hemodinamik olarak énemli olmayan (<%60 darlik)
lezyonlarin parcalanmasi sonucu olusmaktadir. Arteryal intimanin yapisal biitiinliigiiniin
bozulmas1 lkositlerden salgilanan maddeler sonucunda matriks proteinlerinin proteolitik
degredasyonuna yol acar. Kan ile trombojenik intimanin temasi sonunda tikayici trombus
olusur. Yerel vazospazm da tikanmaya katkida bulunur. Miyokardiyal enfarktiis etkilenmis
arter bolgesini i¢ine alan bdlgesel bir siirectir. Azalmis kontraktilite kan akiminin
kesilmesini takiben birkac saniye igerisinde olur. Olay genelde endokard ile baslayip
epikarda dogru devam eder. Eger hiicre 6liimiinden once kan akimi saglanabilirse uzamis
kontraktilite (stunning) goriilebilir. Koroner okliizyondan 6nce olusan iskemik epizotlar
miyokard hiicrelerinin hayatta kalabilirligini olumlu yonde etkiler. Bu fenomene iskemik
on kosullanma denir. Okliizyon en az 15 ila 20 dakika siirdiigiinde geri doniisiimsiiz
kardiyak hasar gelisir. Okliizyon 4 ila 6 saat siirdiigiinde kardiyak hasar maksimum diizeye
ulasir. Bu sebepten dolayr miyokartta hasar olusumu azaltilir. (Delves, 2001) Burada
almacak fayda, normale yakin kan akiminin saglanmasi (agik arter hipotezi) ile dogrudan

iliskili iken semptomlarin baslamasiyla kan akiminin saglanmasia kadar gecen siire ile

ters iligkilidir. (Roitt, 1996)

Miyokard enfarktiisii ve semptomatik koroner arter hastaliginin geng¢ eriskinlerdeki
insidans1 oldukea diisiiktiir. Cogu ¢alisma tiim koroner arter hastaligi vakalarinin yaklasik
%3’liniin 40 yas altindaki kisilerde goriildiigiinii ortaya koymaktadir (Lichtman, 2005).

Gen¢ ve asemptomatik hastalarin genellikle koroner arter hastaligini ortaya koyacak
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medikal tetkikleri yaptirmamalar1 nedeniyle hastalifin gercek prevelansi ortaya
konamamaktadir. Intravaskiiler ultrasound bazli bir ¢alismada hastaligin prevelansi >%50
olarak saptanmis ve her alti gengten birinde koroner lezyonun oldugu ortaya konmustur
(Kuby J. 2002).5127 kisinin incelendigi Framingham Kalp Calismasi’nda 10 yillik takip
boyunca miyokard enfarktiisii insidans1 30-34 yas arasi erkeklerde binde 12.9, 35-44 yas
arast kadinlarda ise binde 5.2 olarak bulunmustur. Buna karsilik 55-64 yas aras1 erkek ve

kadinlardaki insidans 8 ila 9 kat fazladir(Goldsby RA, 2002).

Patolojik olaylar sonucu dolasimda olusan istenmeyen pihtilara “tromboz”, pihtinin
kendisine de “trombiis” adi verilmektedir. Dengeli bir sekilde isleyen hemostaz sonucu
dolasimda ne istenmeyen kanamalar ne de istenmeyen pihtilar olusur. Pihtilasma, normalde
bir damar hasar gordiigiinde kan kaybimin onlenmesi ve yasamin devaminin saglanmasi
acisindan Onemlidir. Fakat patolojik olaylar sonucu saglam damar yapisinda meydana
gelen pihtilasma Oliimlere kadar gidebilen bir takim komplikasyonlara neden olur.
Tromboz temelde meydana geldigi yere gore; arteriyel ve vendz tromboz olmak {izere
ikiye ayrilir. Arteriyel trombozun neden oldugu en énemli tablolardan biri inmedir. inme;
olusan bir pihtinin beyne kan saglayan bir arteri tikamasi (iskemik inme) ya da beyin
damarlarindaki yirtilma nedeniyle meydana gelen kanama (hemorajik inme) sonucu olusur.
Onemli bir nokta; toplam inme vakalarnin %83’iinii iskemik yani tromboza bagl
inmelerin olusturmasidir. Bu oran inme olusumunda trombozun 6nemini vurgulamaktadir.
Pediatrik yas grubunda, inme olgulari tiim tromboz olgularinin {igte birini teskil eder ve bu
olgularn %85’i arteriyel ozelliktedir (A.U.Tip Fakiiltesi An Tip A.S 1997). Normal
hemostatik mekanizma, kanin damar i¢inde s1vi durumunda akisini saglar. Bu sistemdeki
herhangi bir aksaklik, vaskiiler hasar sonrasi kontrolsiiz kanamadan damar icinde

istenmeyen pihtilara kadar ¢esitli problemlere neden olur (Joseph J. Mazza, 1988).

Gegici ya da uzun siireli ¢evresel etkiler hemostazin bozulmasinda rol oynamakta ve hem
arteriyel hem de vendz sistemlerde tromboz olusumu riskini arttirmaktadir. Cevresel terimi
genis anlamda, dogum, hormonal tedavi, cerrahi miidahale, diyet, sigara kullanimi ile
diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, hiperhomosisteinemi gibi durumlari ve damar
duvarindaki lokal degisimler gibi etkenlerin neden oldugu degisimleri kapsar (LANE
DAVID A 1995).



Vendz tromboz; yas, genetik faktorler ve g¢evresel faktorlerin etkilesimi ile olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir. Hareketsizlik, cerrahi miidahale, travma, oral kontraseptif
kullanimi, hormon tedavisi, hamilelik ve malignansiler venéz tromboz olusumundaki

cevresel ya da kazanilmus risk faktorleridir (RAPAPORT SI 1991).

Inme; vaskiiler tikanma ya da damar yirtilmas: ile bunu izleyen kanama ve nérolojik
aksakliklar sonucu ortaya ¢ikan fokal beyin hasar1 olarak tanimlanabilir. Bu yirtilma ya da
ttkanma sonucunda, beynin belli bir boliimiine kan ve oksijen saglanamaz. Etkilenen
bolgedeki sinir hiicreleri oksijensiz kaldigindan ¢alisamaz ve dakikalar i¢inde Oliir. Sinir
hiicreleri ¢alisamayinca, bu hiicrelerin kontrol ettigi viicut bolgesi de islev goremez.
Inmelerin yarattig1 harabiyet, genelde kalicidir ¢iinkii; 6len beyin hiicreleri yenilenmez.
Vaskiiler tikanmaya dayali iskemik inmeler toplam inme vakalarmin %83, kanamaya
dayali hemorajik inmeler ise %17°lik kismi olusturmaktadir. Hemorajik inmeler,
subaraknoid alana kanama ya da serebral kanama seklinde ortaya ¢ikabilir. Subaraknoid
kanama, beynin yiizeyindeki bir kan damarmin yirtilmasi ve beyin ile kafatasi arasindaki
bosluga kanamasi ile ortaya cikar. Serebral kanama ise, beyindeki kusurlu bir arterin
yirtilmasi ve kan ile birlikte ¢cevredeki dokulara yayilmasi ile ortaya ¢ikar. Subaraknoid ya
da serebral kanama oldugunda, kan kaybi neticesinde bazi beyin hiicreleri daha fazla
calisamayacak demektir, ayrica yirtilan arterden biriken kan, ¢evredeki beyin dokusu
lizerine baski yapmaktadir. Vaskiiler tikanmaya bagli inme, beynin vendz drenajinda
sinovendz tromboz (SVT) seklinde ya da beyni besleyen arterlerde arteriyel iskemik inme

(AIS) seklinde ortaya ¢ikabilir (AKAR N 2002).

Inme, yetiskinler ve pediatrik yas grubu arasinda belirli farkliliklar gosterir. Oncelikle;
inme yetiskinlerde kolaylikla teshis edilebilir ve erken tedavi uygulanabilir niteliktedir.
Eriskinlerde vaskiiler tikanmaya bagli inmeler daha ¢ok ateroskleroza bagli iken, ¢ocukta
pek cok hastaliga sekonderdir.

Diger bir fark; yenidogan ve cocukluk donemi boyunca hemostatik sistemin degisik
ozelliklerinin olmasidir. Dolayisiyla, serebrovaskiiler ve norolojik sistemdeki gelisimsel

farkliliklar bu doneme 6zgii yaklasim gerektirir (ANDREW M 2000).

Hipertansiyonu olan ve akut miyokard enfarktiisii geg¢irenlerde angina pektoris, sessiz
iskemi, atriyal fibrilasyon, ventrikiil tasikardisi, ventrikiil fibrilasyonu, kardiyojenik sok

normotansiflere gore daha fazladir. Koroner arter hastalii olan veya koroner damar
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operasyonu yapilan hipertansiflerde 5 yillik mortalite normotansiflere gore daha
fazladir(Kannel WP 1996). Hipertansiyonda koroner kalp hastalig1 olusturan mekanizmalar
arasinda sistolik ve diyastolik kan basincinin yiiksekligi yaninda endotel disfonksiyonu,
anjiotensin II aktivitesinin artis1, lipoprotein(a) yiiksekligi vardir. Yiiksek-normal kan

basinci olanlarda da risk yiikselmistir(Wong ND 1989)

Diyabet; toplumumuzda prevalansi kaygi verici bigimde artma egiliminde olan bir risk
faktoriidiir. Diyabetik olgularda ateroskleroz daha sik ve erken yasta gorlilmektedir.
Diyabet Ozellikle kadinlarda yas ve menapozdan bagimiz olarak koroner arter hastaligi
riskini arttirmaktadir. KAH siklig1 diyabetik erkeklerde 2, kadinlarda 4 kat fazladir.
Miyokard enfarktiisii gecirmis diyabetik olgularda hastane i¢i mortalitenin diyabeti
olmayanlara gore %50 daha fazla ve 2 yillik mortalitenin 2 kat sik oldugu saptanmistir.
Amerikan Diyabet Dernegi’'nin kriterlerine gore aclik kan sekerinin >126 mg/dl olmasi
diyabet, 110-126 mg/dl bozulmus aglik glukozu olarak tanimlanmaktadir(Kannel WB,
1985). Diyabetik olgularda vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde hipertansiyon 6nemli
bir risk faktoriidiir ve diyabeti olmayanlara gore hipertansiyon 2 kat daha siktir. Hem
makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler komplikasyonlar1 azaltmada kan basmcinin
kontroliiniin 6nemi agik olarak gosterilmistir(Diabetes Care,1999). Iyi kontrol altinda
olmayan diyabette tipik olarak trigliserit 20 yliksekligi ve HDL distkligi bulunur.
Trigliserit yliksekligi LDL kolesterol metabolizmasini etkileyerek aterojenik olan daha
kiiciik ve yogun LDL partikiillerinin olusmasina yol agar. Diyabetik dislipidemide insiilin

direnci rol oynar (UK Prospective Study Group,1998)

Obezite; morbidite ve mortalite artis1 ile iligskili olan obezite artik bir hastalik olarak
kabuledilmektedir. Obezite dl¢iitii olarak kullanilan beden kitle indeksi (BKI) &lgiitiiyle
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan simiflamada 18.8-24.9 normal, 25-29.9 kilo
fazlaligi, >30 obezite, >40 ileri derecede obezite olarak tanimlanmaktadir(Study Group,

1998)( Rao SV,2001).

Fiziksel aktivite azlig1 (sedanter yasam tarzi) koroner kalp hastalig1 i¢in 6nemli, bagimsiz
bir risk faktoridiir (Lee IM, 1995). Egzersiz eksikliginde harcanan kalori azligindan dolay1
sismanlik gelismekte, bunun yani sira insiilin direnci, kan lipid bozukluklari, hipertansiyon
gibi risk faktorleri ortaya ¢ikmakta ve kardiyovaskiiler fonksiyonel kapasite azalmaktadir.

Diizenli fiziksel aktivite ile kilo azalmakta, LDL-K ve trigliserit diizeyleri diigmekte, HDL-
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K diizeyleri yiikselmekte, insiiline duyarlilik artmakta, kan basinci diismekte, endotele
bagl vazodilatasyon ve fibrinolitik aktivite artmaktadir. Bu olumlu etkiler koroner kalp

hastalig1 riskini azaltmaktadir.

Sigara; hem yiiksek riskli hem de diisiik riskli toplumlarda aterosklerozla iligkili klinik
olaylarda major ve degistirilebilen tek risk faktoriidiir. Birlesik Devletler’de KAH’ na bagl
Olimlerin %30’u sigaraya baglanmaktadir. Cok yonlii analizle yapilan istatistiksel
degerlendirmede sigara diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak KAH riskini arttirir.
Ancak bu, sigara KAH’nin bagimsiz bir nedeni demek degildir. Sigara igme patogenetik
olarak kolesterole bagli bir risk faktoriidiir ve diger risk faktorleriyle sinerjistik yonde etki
ederek KAH riskini arttirir. Sigara icen saglikli geng eriskinlerde endotel bagimli
vazodilatasyonda doza bagl ve geriye donebilen bir bozulma saptanmistir(Celermajer DS,

1993). Sigara koroner arter spazmina da katkida bulunur(Yoshimura M, 1999).

Koroner arter hastalig1 ailesinde erken KAH Oykiisiiolanlarda endotel fonksiyonlarinin
bozulmasiyla baslamaktadir. Endotel disfonksiyonudncelikle erken ateroskleroz gelisen tip
2 DM’lu hastalar ve birinci derece yakin akrabalari ile KAH aile dykiisii olan bireylerde
daha sik goriilmiistiir. Endotel disfonksiyonunun en 6nemli iki bulgusu damarlarda otonom
fonksiyon bozuklugu ve sinir uyar1 iletiminin degismesidir (Makimattila S, 1997). Endotel
disfonksiyonuna neden olan en 6nemli 2 faktdr okside LDL ve sigaradir. Lipoprotein(a)
siklikla ailevi hiperlipidemide, trigliserit yiiksekligi ve HDL disiikliigii ile birlikte veya
kombine hiperlipidemide bulunmaktadir. Lp(a) yiiksekligini tanimlamak icin 6zellikle
erken KAH aile Oykiisli olan bireylerin standart laboratuar incelemelerine Lp(a) ve apo B
Ol¢timii ilave edilmelidir. Erken KAH gelisenlerin lipid taramalarinin % 25’inde Lp(a)
yiiksekligine rastlanmaktadir. Lp(a) LDL’nin degisik baglarla modifiye olmus bir
formudur. Lp(a) plasminojen baglayan molekiil ve hiicrelerle yarisarak fibrinolizisi
degistirir Lp(a) reseptorleri ile makrofajlara baglanarak kopilik hiicre olusumuna ve

aterosklerotik plakta kolesterol depolanmasina yol agar.

2.3. Atheroskleroz Etyopatolojisi

Enfarkt gelisiminde bir¢cok etmen rol oynar. Olagan perflizyonun siddetli arteriyel stenoz,
ateroskleroz, bunlarla birlikte tromboz gelisimi gibi nedenlerle olusan tikanmalar

sonucunda azalmasiyla hemodinamik enfarktlar gelisir. Kalp, alt ekstremite venleri gibi
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kaynaklardan gelen bir trombiis par¢asinin ilerde bir kafai¢i dal tikadigi duruma embolizm
ad1 verilir. Lokal ateroskleroz ya da lipohiyalinoz sonucunda tikanma oluyorsa kiiclik
damar hastaligi denebilir. Arter diseksiyonu, birincil ya da ikincil vaskiilitler,
hiperkoagiilabilite ~durumlari, vazospazm, sistemik hipotansiyon, hiperviskozite,
moyamoya hastali§i, fibromuskiiler displazi, vendz siniis tikanikligi ya da bir kitlenin

damara basis1 gibi durumlar ise iskemik inmenin daha nadir goriinen nedenleridir.

Alman patolog Rudolf Virchow 1856’da aterosklerozun, plazma komponentlerinin arter
duvarinda enflamatuar bir yanit ortaya ¢ikardigi zaman gelistigini 6ne siirmiistii. Molekiiler
tibbin gelismesi ile ateroskleroz patogenezi i¢in daha spesifik hipotezler belirtmek olasi
hale gelmistir. Ross ve arkadaslar1 1974’de arteryal zararin trombositlerden veya diger
hiicrelerden lokal PDGF salinimia neden oldugunu 6ne siirmiistiir(Ross R, 1974). Bu
durum diiz kas popiilasyonunda proliferatif bir yanit1 baglatabilir ve ateroskleroza yol
acabilirdi. Brown ve Goldstein ‘nin LDL reseptorlerini ve kolesterol metabolizmasini
kesfetmesi ‘’kolesterol hipotezi’’nin etkin farmakolojik ve genetik araglarla test edilmesine
olanak saglamistir. Deneysel modellerde ve insanlarda serum kolesterolii (6zellikle LDL
kolesterol) ve aterosklerozun derecesi arasinda dogrudan bir ilgilesim oldugu acik bir
sekilde gosterilmistir. Giliniimiizde kabul goren ateroskleroz indiiksiyon hipotezi sdyledir.
Hiperkolesterolemi gibi proaterojenik uyarilara maruz kalan deney hayvanlarinda ilk
saptanan degisiklikler subendotelyal intimada kan kaynakli lipidlerin ve endotelyum
yiizeyinde 10kosit adezyon molekiillerinin goriilmesidir. Plazama LDL diizeyleri
yiikseldigi zaman c¢ok miktarda LDL endotelde gegerek intimaya girer. Transendotelyal
permeabilitenin arttig1 arteryal agacin dallanma bolgelerinde bu siire¢ hizlanir. LDL’nin
intimadan eliminasyonu bu bolgedeki mikradamarlarin eksikligine bagl olarak smirlidir.
Matriks proteoglikanlarinin LDL’ye afinitesi dolayistyla LDL matrikse baglanir ve LDL
havuzu olusur. LDL intimada agregasyon, oksidasyon ve degradasyon iceren bir seri
modifikasyona ugrar. Kanda LDL’yi oksidasyondan koruyan antioksidanlarin intimada
ayn1 siireci neden dnleyemedigi bilinmemektedir. LDL’nin oksidasyonu lizofosfatidilkolin
gibi modifiye lipidlerin salinimina yol agar. Bu lipid tiirlerinin bazilar1 endotel hiicrelerini
aktive eden sinyal molekiilleri olarak rol aynar. Bu durum vaskiiler hiicre adhezyon
molekiilii olan VCAM-1"in ekspresyonuna yol acar. VCAM-1 monosit ve T lenfositler igin
bir reseptordiir. VLA-4 adinda kars1 reseptdr tasiyan bu hiicrelerin VCAM-1"e baglanmasi
monosit ve T lenfositlerin lipid birikim ve modifikasyon bdlgelerinde endotel ylizeyine

yapismasina neden olur. Makrofaj, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan
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iretilen kemokinler lipid birikimi ve oksidasyonu ile iligkilidir. Ayrica okside kolesterol
agregatlar1 kopleman aktivasyonu yoluyla kemotaktik sinyallerin olusmasina neden olur.
Her iki uyar1 mononiikleer hiicrelerin endotel tabakasinin interseliiler yariklarindan
subendotelyal intimaya go¢iinii baslatir. Bunun disinda hiicre hasar1 esnasinda ortaya ¢ikan
1s1 sok proteinlerinin de endotelyumu aktive ederek monosit ve T lenfositlerin girisini
baslattig1 gosterilmistir. Intimada monositler makrofajlara doniisiir. Bu siire¢ aktive olmus
damar hiicreleri tarafindan iiretilen monosit koloni uyarici faktor (M-CSF) tarafindan
baslatilir. Makrofaj aterosklerotik lezyonun olusmasinda ¢ok énemli bir rol oynar. Okside
lipoproteinleri igine alma kapasitesinden dolayr kolesterolii biriktirir ve lipid dolu kopiik
hiicresine doniisiir. Kopiik hiicresi aterosklerozun ilk 6rnek hiicresidir. Makrofajlar okside
LDL’yi temizleyici reseptorler (ScR) vasitasiyla alirlar. Okside LDL’nin makrofajlar
tarfindan alinimi bunun parcalarinin antijen spesifik T hiicrelerine sunulmasina yol agar.
Bu durum proenflamatuar sitokinlerin {iretimine yol acan bir immiin reaksiyonu baslatir.
Bu sitokinler, interferon-gama, tiimor nekroz edici faktor-alfa ve interlokin-1’dir. Bunlar
endotelyum hiicreleri iizerinde etki ederek adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu ve 13
prokoagulan aktiviteyi uyarir. Makrofajlar {lizerine etki ederek proteazlari, endositozu,
nitrik oksidi(NO) ve sitokinleri aktive eder. Son olarak diiz kas hiicreleri lizerine etki
ederek NO {iretimini uyarir ve bilyiimeyi, kollojen-aktin ekspresyonunu baskilar. Insanda T
hiicrelerinin plaktan izole edilmesi ve klonlanmasi bunlarin 6énemli bir boliimiiniin okside
LDL’yi tamidigin1 gostermistir. LDL oksidasyonla otoantijene doniisen bir endojen partikiil
olarak kabul edilir. Ateroskleroz icin okside LDL’ye ek olarak diger bazi aday antijenler
one stirtilmistiir. Bunlar 1s1 sok protein 60, Chlamydia pneumoniae, Sitomegaloviriis

(CMV) ve Herpes simpleks tip 1°dir.

Yagh cizgilenme esas olarak saglam endotelde kopiik hiicrelerinin az sayida T hiicresi ve
ekstraseliiler kolesterolle birlikte birikmesidir. Klinik 6nemi yoktur. Ancak bazi yaglh
cizgilenmeler gercek aterosklerotik, fibrin ve yag iceren plaklara doniisiir. Bu durum tipik
olarak hemodinamik zorlanma bdlgelerinde olur. Diiz kas hiicreleri subendotelyal araliga
goc ederek boliiniirler ve ekstraseliiler matriksi sentezlerler. Sonug olarak lezyonun lipid
dolu ¢ekirdegini endotelyal yiizeyden ayiran fibréz bir sapka olusur. Bu sapka ¢evresine
kendi matriksinin kalin tabakalar1 bulunan uzun diiz kas hiicrelerinden olusur. Fibroz sapka
olusumunu baglatan uyarilar muhtemelen diiz kas aktivasyonunu uyararak etki ederler.
Arter duvarindaki lokal faktorlerin diiz kas hiicresini aktive etmesi olasidir. Biiylime

faktorlerinden temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ve PDGF bu uyariy: yapabildikleri
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gosterilen ikisidir. Ayrica PDGF diiz kas hiicreleri i¢in kemotaktik bir faktor olarak rol

oynar.

2.4. Atheroskleroz Ve Epigenetik

Atherosikleroz olusumu yas, genetik faktorler ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi ile olusan
multifaktoriyel bir hastaliktir ve gen degisimleri ile aciklanamayan epigenetik faktorler
heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir. DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan,
mitoz ve/veya mayoz boliinme ile kalitilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler olarak
tanimlanan epigenetik son on yilda yapilan arastirmalar sonucu oOzellikle yliksek

organizasyonlu canlilarda olduk¢a 6nemli etkileri oldugu anlagilmistir.

Epigenetik oOzellikle canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru ilerleyen gelisim
siirecinde gozlemlenen, hiicre farklilagsmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki
degisikliklerde ©nemli rol oynamaktadir. Gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler,
DNA’nin segici olarak, farkli epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina
paketlenmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Epigenetik fenomenin iizerinde en c¢ok calisma
yapilmis olan iki tipi, DNA metillenmesi ve histon modifikasyonlar1 olmustur (Thomassin
H, 2001)(Matthews C, 2006). Histon kuyrugunda goriilen post translasyonel
modifikasyonlar  spesifik  proteinler i¢in baglanma  bdlgeleri  saglamaktadir.
Modifikasyonlarin kombinasyonu sonucu bir kod (histon kodu) olusturdugu oOne
sirlilmiistiir. Histonlarin N-terminal kuyruklarinda goriilen modifikasyonlar kromatin
fonksiyonunu degistirir. Histonlar DNA ve nuklear proteinlerle etkilesimlerini degistirmek
icin  posttraskripsiyonel ~modifikasyonlara gider. Histon kuyruklarinda goriilen
modifikasyonlarin bazilari, metilasyon ve asetilasyondur. Bu degisiklikler proteinlerin

kiitlelerini, yapilarin1 ve fonksiyonlarini etkilemektedir.

Gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler giiniimiizde yeni teshis ve tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde, kisiye 6zel tedavi yontemlerinin olusturulmasinda etkili olmaktadir. Gen
ifadesinde goriilen bu degisikliklerin klinik proteomiks yardimiyla ortaya c¢ikarilmasi
sonucunda yeni biyolojik belirteglerin (biyomarker) tanimlanmasi, kisiye 6zgii tedavi

yontemleri gelistirilmesinde kullanilabilir veri kaynagi olusturacaktir.
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2.4.1. Proteomiksin Atheroskleroz Patojenezinde Kullanimi

Hiicre doku ve organizmda ifade olan tiim proteinlerin tanimlanmasi, miktarinin
belirlenmesi, gerekirse posttranslasyonal modifikasyonlarin, protein etkilesimlerinin
belirlenmesi ve enzimatik aktivasyonlarinin analizi gibi ¢cok genis bir inceleme yontemini
tanimlamaktadir. 1990 larda baslayan bu analiz yontemi giliniimiizde genis databanklarin
olusturulmus olmasi ve ilerleyen biyoinformatik sistemlerin de yardimiyla genis kapsamali

protein analiz ve tanimlamasinit miimkiin kilmaktadir.

Atherogenezde rol alan molekiilleri tanimlayabilmek amaciyla normal ve atherosklerotik
aorta endotelininin protein tayinleri yapilmis ve 454 farkli protein tanimlanmistir. Bunlarin
cogu plazma membrant bagimli ve ekstraselliler matriks proteinleri olup lipid
metabolizmasinda yeralan, hiicre adhezyonunu kontrol eden ve Ozellikle immiin ve
enflamatuar cevapta yer alan proteinlerdir (White MY 2007). Ox-LDL ve LDL nin insan
monositik seri THP-1 iizerindeki etkileri MALDI-TOF MS ile degerlendirildiginde ise
2500 farkli protein tanimlanmis ve bunlarin 93 iinde degisiklik belirlenmistir (Fuchs D
2007). Isoflavon kullanan postmenaposal kadinlarin total kandan elde edilen
monositlerinde yapilan bir ¢alismada ise adhezyon ve molekiillerinin azaldigr ve
enflamatuar biyobeliryeclerde azalmaya neden olarak atheroskleroz gelisimini engelledigi
protein analizleri ile gosterilmistir (Fuchs D, 2007). Bagnato ve ark, athesklerotik 6zellik
gosteren insan koroner arter drneklerinden 806 farkli protein tespit etmisler ve bunlari
ekstraselliillermatriks proteinler, lipid baglanma ve metabolizma ile ilgkili protein,
enflamasyonla iliskili proteinler ve apoptotik hiice ve fagositik ligandlar olarak 4 ayri
gruba ayirmiglar ve ¢ok sayida proteini de bu smiflandirmaya dahil edememislerdir.
Makale kapsaminda ileri ve tekli ¢alismalarin gerekliligi vurgulanmistir (Bagnato C,
2007). Davies vaskiiler sheer strese bagl endotelial genomik arastirmalar ve bunu takiben
yapilan protein analizlerinin listesini bir derlemede toplamistir. Bu derlemede endotelial
gen transkripsiyon analizlerinden elde edilen sonuglarin farkli ekiplerce protein
degerlendirmelerinin yapildig:1 fakat bu alanda genis ¢apli proteom analizinin olmadigi
goriilmektedir (Davies PF). Knag ve ark (2009) THP-1 monositik hiicreleri ‘PMA’ ise
makrofaja doniistirerek LDL yapisin1 hipoklorit ile okside etmisler kopiik hiicre
olusumunda etkin olabilecek mekanizmalar1 proteomik analizle degerlendirmislerdir.
Calisma sonucunda degisim gosteren hiicre i¢i proteinlerin ¢ogunun apoptozis iligkili

molekiiller oldugu bulunmustur. Bunun yani sira hiicre metabolizmasinda yer alan pek ¢ok
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enzimde azalma, hiicre i¢i sinyal iletiminde degisimler ve protein transporter sisteminde
de degisim bulunmustur. Ayni ¢alismada membran proteini olan adenine fosforibozil
transferazdaki degisim ¢ok yiiksek bulunmus ve iligkili mekanizmalarin haritas1 da
cikarilmistir . Han ve ark(2001) ise insan 16semik hiicre dizisi THP-1 ile yaptiklari
caligmada hiicreleri %2 lik ve cobalt ile hipoksiye sokarak glukoz, niikleotid, protein
metabolizmasinda yeralan enzimler ve gen transkripsiyonu hiicre i¢i iletim sistemindeki
proteinleri  degerlendirmislerdir. Farkli gruplardaki protein degisim yiizdelerini
karsilagtirmislardir. En belirgin etki oksidatif hasar iliskili proteinlerde (% 37) bulunmus
bunu % 26 ile glukoz ve niikleotid metabolizmasinda yeralan proteinler izlemistir.
Ekstraselliiler matriks proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisim kemoatraktan proteinler,

immun sistem modulatorleri de 6nemlidir.

Lorenzo ve ark(2003) atherotromboz gelisimde yeralan molekiilleri arastirmak amaciyla
koroner arter hastaligi olan kisilerden izole edilen monositlerin ve atherom plaklarin
proteomiks analizlerini yapmis ve olayda rol alabilecegi diisiiniilen proteinlerini
listelemislerdir. Griffin ve ark ise vaskiiler endotelin analizinde proteomik ve Kkitle
spektrometresiyle analizlerin kullanimina dair kapsamli bir derleme hazirlamislar ve invivo
—invitro vaskiiler ¢aligmalarin ileriye yonelik potansiyelleri vurgulanmustir.

Bakteriyel lipopolisakkaritlerin (LPS) atheroskleroz siirecine etkisini ortaya koymak
amaciyla yapilmis protemik bir aragtirma heniiz bulunmamaktadir. Ayrica iiclii kokiiltiiriin
vaskiiler modelde uygulanmasi da calismaya farkli bir yaklasim ve hiicreler arasi
etkilesimleri farkli kosullarda belirlemede katkilar saglayacaktir. Canlida metabolik
diizenlemeler, toksik ve patojenlere cevaplarin olusumuna tiim sistemler katilir. Ozellikle
vaskiiler yap1 ve kan dolasimi1 bundan etkilenen ve sistemler arasinda iletisimi ve araciligi
saglar. Hiicre kiiltlirii modelleri fizyopatolojik mekanizmalarin tek tek ve diger sistemlerin
etkilerinin ayirt edilmesini saglayabilmesi nedeniyle ¢ok Onemlidir. Ateroskleroz hiicre
kiiltiiri modellerinde genellikle tekli endotel, diiz kas ve makrofaj hiicre dizileri
kullanilmaktadir. Bu tez kapsaminda atherosklerozda enflamatuar siirecin aktivasyonunda
yer alan hiicrelerle {i¢lii kokiiltiir modeli planlanmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda elde
edilen sonuglar sadece atheroskleroz degil enflamatuar vaskiiler aktivasyonla ve
hiperlipidemi ile giden pek c¢ok hastaligin patogenezine de katkida saglandigi

diistiniilmektedir.
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2.4.2 Atherosiklerozda Sitokin ve Kemokinlerin Gorevleri

Sitokinler ve kemokinler bir¢ok 6nemli biyolojik siirecte gorev almaktadirlar ve bircok
hiicre aktivasyonu , inflamasyon , immiinite , Doku tamiri,morfogenez gibi bir ¢ok
biyolojik olaylar1 diizenlerler. Sitokinler diisiik molekiil agirlikli glikoproteinlerdir. Hedef
hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlerine baglanir ve hedef hiicrede gen ekspresyonunu
degistiren sinyal-transdiiksiyon yollarini tetiklerler. Sitokinler dogustan ya da sonradan
kazanilmis bagisiklik sistemine ait hiicreler tarafindan salinan ve bu hiicrelerin
fonksiyonlarin1 yonlendiren proteinlerdir. Mikroplara ya da antijenlere yanit olarak
diretilirler. Farkli immun ya da inflamatér yanit i¢in farkli sitokinler salinir. Sonradan
edinilmis  bagisikligin  aktivasyon fazinda, sitokinler lenfositlerin gelisimi ve
farklilagsmasini uyarir. Hem dogustan hem de sonradan edinilmis bagisikligin efektor
fazlarinda mikroplar1 ve diger antijenik bilesenleri ortadan kaldirmak i¢in farkli efektor
hiicreleri aktive ederler. Hematopoetik hiicrelerin gelisimini uyarir ve klinik tipta terapotik
ajan olarak kullanilir (Delves, 2001). Antijenin makrofajla etkilesimi ve TH hiicresinin
aktivasyonu g¢esitli sitokinlerin salinimina neden olur. Bu sitokinler ¢esitli immun
yanitlarda rol alirlar. interlokin-1 (IL-1) Inflamatdr yanitlart ve atesi arttirir, Aktive
makrofajlardan saliman bazi faktorlerden bahsetmek gerekirse, IL-6 ve TNF, Dogustan
edinilmis bagisikligr ve patojenlerin eliminasyonunu hizlandirir, Kompleman proteinleri
inflamatoér yanitt  ve patojenlerin eliminasyonunu arttiritken  hidrolitik enzimler
Jnflamator yamiti  arttirirlar , IFN-a hiicresel genleri aktive ederken TNF, timor
hiicrelerini 6ldiiriir GM-CSF, G-CSF, M-CSF ise hematopoezden sorumludur(Brostoff,
Male, 1996).

Dogustan edinilmis bagisiklikta, sitokinler; makrofajlar ve NK hiicreleri tarafindan {iretilir
ve mikroplara kars1 erken imflamator yanit1 baslatir (Lichtman, 2005)(Cizelge-2.4.2.1).
Sonradan edinilmis bagisiklikta ise, sitokinler antijenle uyarilan lenfositlerin
proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarir ve makrofajlar gibi 6zellesmis efektor hiicreleri
aktive eder. Genel olarak dogustan ve sonradan edinilen immunitenin sitokinleri farkli

hiicre gruplan tarafinda {iretilir ve farkli hedef hiicrelerde etki gosterirler(Kuby J., 2002).
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Cizelge-2.4.2.1 Dogustan ve sonradan edinilmis sitokinler

Ozellik Dogustan Bagisiklik

Ornek TNF-a, IL-1, IL12, IFN-y*
Major hiicre kaynagi Makrofajlar, NK hiicreler
Temel fonksiyon Dogustan bagisikligin =~ ve

Uyari

inflamasyonundiizenleyicileri

LPS(endotiksin),bakteriyal
peptidoglikanlar,viral RNA,
T-hiicresi kaynakli sitokinler

Sonradan Bagisikhk
IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y*
T lenfositler

Lenfositlerin gelisme ve
farklilagmasinin diizenlenmesi,
efektér  hiicrelerin  aktivasyonu

(makrofaj, eozinofil, mast h.)
Protein antijenler

(IFN-v)

2.4.2.1.Dogustan Edinilmis Bagisiklikta Rol Alan Sitokinler

Virus ve bakterilere karsi erken immun yanitin en énemli bileseni sitokinlerdir.(Bokoch
GM 1995)( Campbell JD 2002)( Cizelge-2.4.2.1.1), sitokinler dogustan gelen bagisiklik
sisteminde bir ¢ok efektor fonksiyonu diizenler(Bleul CC 2000)

Cizelge-2.4.2.1.1 Dogustan edinilmis bagisiklikta rol alan sitokinler.

Sitokin
TNF

IL-1

Kemokinler

IL-12

Tip I IFN

lar (IFN-ga,
IFN-B)

Hiicre kaynagi
Makrofajlar, Thiicreleri

Makrofajlar, endotelyal
hiicreler, baz1  epitelyal
hiicreler

Makrofajlar, ndotelyal
hiicreler, T hiicreleri,

ibroblastlar,rombositler
Makrofajlar, dendritik

hiicreler
IFN-a; makrofajlar

IFN-B; fibroblastlar
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Hedef Hiicre ve Biyolojik Etki

Endotelyal hiicreler; aktivasyon (inflamasyon,
koagulasyon),Nétrofiller;aktivasyon,Karaciger;

AFP sentezi,Bir ¢ok hiicre; apoptozis
Endotelyal hiicreler; aktivasyon (inflamasyon,

koagulasyon),Karaciger; AFP sentezi

Lokositler; kemotaksis, aktivasyon, dokulara

g0¢

T  hiicreleri: TH1 farklilasmasi;NK ve T

hiicreleri: IFN-y sentezi, artan sitolitik aktivite
Tim hiicreler: MHC simf I ekspresyonunda

artis, anti viral aktivite,NK hiicreleri: aktivasyon



IL-10 Makrofajlar,T hiicreleri Makrofajlar,  dendritik  hiicreler:

(6zellikle TH2) dretiminin  inhibisyonu, smf I
molekiillerinin ekspresyonun
IL-6 Makrofajlar, endotelyal KC: AFP’lerin sentezi, B hiicreleri: antikor
hiicreler, T hiicreleri iireten hiicrelere doniisiim
IL-15 Makrofajlar, diger NK hiicreler: T hiicrelerinin proliferasyonu

(hafaiza CD8+ hiicreler)
IL-18 Makrofajlar NK ve T hiicreler: IFN-y sentezi

Gram negatif bakterilere ve diger infeksiyoz mikroplara akut inlamatdr yanitin
diizenleyicileridir. TNF’ye TNF-a adi da verilir ve bdylece TNF-B (lenfotoksin)’den
ayrilir.(D’ Ambrosio D 2003)(LusterAD 1998) Ilk olarak tiimérlerin nekrozuna neden olan
bakteriyal endotoksin (lipopolisakkaritler-LPS) ile muamele edilmis hayvanlarin

serumlarinda belirlenmis bir protein oldugu i¢in bu ismi almustir.

1. Notrofil ve monositleri uyararak infeksiyon bolgesine toplamak ve aktive ederek
mikroplarin ortadan kaldirilmasint saglamaktir TNF bu etkilerini damar endoteli ve
16kositler iizerinden gerceklestirir. Ornegin, TNF damar endotel hiicrelerinin adezyon
molekiilleri eksprese etmelerini indiikleyerek noétrofillerin, monosit ve lenfositlerin buraya
baglanmasini saglar. Bu adezyon molekiilleri, selektinler ve integrin ligandlaridir.

2. TNF, endotelyal hiicreleri ve makrofajlar1 kemokin salmak iizere uyarir. Kemokinler,
16kosit integrinlerinin ligandlarina olan afinitesini arttirarak kemotaksisi indiikler ve
mononiiklear fagositlerden IL-1 salinimin1 uyarir. IL-1’nin, TNF’ye benzer bir rolii vardir.
4. Notrofillerin ve makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini uyarir

5. Bazi hiicre tiplerinde apoptozisi indiikler.( Mackay CR)

TNF, hipotalamus iizerine etki ederek atese neden olur. Bu nedenle endojen pirojen olarak
isimlendirilir (LPS, eksojen pirojen). TNF’ye (ve IL-1’e) yamit olarak gelisen ates
olusumu, sitokinle uyarilan hipotalamik hiicrelerden salinan prostoglandinlerle (PG)
diizenlenir. Aspirin PG sentezini inhibe ederek TNF ve IL-1’in bu etkisini bloke ederek
atesi diisiiriir, hepatositleri baz1 serum proteinlerinin (6rn, serum amiloid A ve fibrinojen)
sentezi i¢in uyarir, TNF’nin uzamis {iretimi kas ve yag hiicrelerinin zayiflamasina (kaseksi)

neden olur.( Murdoch C Nagasawa T 2000)( Murdoch C Nagasawa T 1999) Bu zayiflama,
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TNF araciligr ile istahsizliktan ve lipoprotein lipazin azalan sentezinden kaynaklanir
(Lipoprotein lipaz: dolanan lipoproteinlerden yag asitleri koparan enzim) ,TNF miktar1
asirt arttiginda (10-7 M ya da daha fazla) miyokardiyal kasilabilirlik ve damar diiz kas
tonusu inhibe olur. Bu durumda, kan basinci diiser (sok) ve Dolasimda fazla TNF olmasi

kan glukoz diizeyinin azalmasi gibi metabolik bozukluklara neden olur.

TNF trombomodulin (trombin reseptorii-pithtilasma inhibitorii) ekspresyonunu inhibe
ederek tromboz olusumuna neden olur ancak bu farklilik tam degildir ¢iinkii, ayn1 sitokin
dogustan ve sonradan edinilmis bagisiklikta tiretilebilir ve farkli sitokinler benzer etki

gosterebilir(Ono SJ 2003)

IL-1 ve inflamasyondaki Rolii

Etkisi TNF’ye benzer. Infeksiyon ve diger inflamatdr uyarilara yanit olusumunu diizenler
(Shapiro SD 2003). Diisiik oranda sentezlendiginde lokal inflamasyonda diizenleyici olarak
gorev yapar. Lokosit adezyonunu yonlendirecek yiizey molekiillerinin (6rn. Integrin
ligandlar1) endotel hiicrelerinde ekspresyonlarint  diizenler yiiksek oranda
sentezlendiginde, kan dolasimina girer ve endokrin bir etki gosterir ve sistemik IL-1 ,
TNF ile birlikte atese, karacigerden akut faz proteinlerinin sentezlenmesine ve metabolik

zayiflamaya (kaseksi) neden olur.

IL-12 ve inflamasyondaki Rolii

Hiicre i¢i mikroplara karsi erken immun yanit olusumunun mediatoriidiir. Sonradan
edinilmis bagisiklikta hiicre aracihigi ile bagisikligin indiikleyicisidir.Ozellikle NK
hiicrelerinin sitolitik fonksiyonlarini aktive eder ve T hiicrelerinden ve NK hiicrelerinden
IFN-y {iretimini uyarir.

Makrofajlar bir ¢ok mikroba yanit olarak IL-12 iiretir, salinan IL-12, NK hiicrelerinden ve
T hiicrelerinden IFN-y iiretimini uyarirlar, IFN-y makrofajlar1 aktive ederek mikroplarin
oldiirtilmesini saglar ve CD4+ TH hiicreleri IFN- vy tireten TH1 hiicrelerine doniistiiriir ve

Aktive NK hiicrelerin ve CTL’lerin sitolitik fonksiyonlarini arttirirlar.

Tip I interferonlar ve inflamasyondaki Rolii
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Viral infeksiyonlara erken bagisiklik yanit olusumunu diizenler ve Interferon ifadesi bu
sitokinlerin viral infeksitonlara miidahale etmesinden kaynaklanir(Van Damme J,1999).
Viral infeksiyonlara yanit olusturur ve hiicre i¢i mikroplara karsi hiicre-araciligr ile
bagisiklik yaniti baglatir, hiicreleri 2°,5° oligoadenilat sentetaz gibi enzimler sentezlemek
icin uyarir. Bu enzimler viral RNA ya da DNA replikasyonuna engel olur. Tip I IFN’lerin
anti viral aktivitesi parakrindir. Viral olarak infekte bir hiicre IFN salgilayarak heniiz
infekte olmamis komsu hiicreyi korur , Tip I IFN smif I MHC molekiillerinin
ekspresyonunu arttirir ve bdylece tip 1 IFN, infekte hiicredeki viral antijenlerin taninmasini
arttirarak CDS8 hiicrelerin aktivitesini arttirirlar ve NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesini

arttirirlar (Vicart AP 2002)

IL-10 ve Biyolojik rol:

IL-10 Konak immun yanit1 inhibe eden bir sitokindir. Aktive makrofajlarin ve dendritik
hiicrelerin inhibitériidiir ve bu nedenle dogustan edinilmis bagisiklik reaksiyonlarii ve
hiicre araciligi ile olan bagisiklig1 kontrol eder.

Aktive makrofajlardan salinirlar (negatif feed back mekanizmasi) aktive makrofajlar ve
dendritik hiicreler tarafindan IL-12 iiretimini inhibe eder. IL-12, IFN-y saliniminin énemli
bir uyaran1 ve hiicre i¢i mikroplara karsi bagisik yanitlarin 6nemli bir indiikelyicisidir. IL-
10 bu reaksiyonlarin tiimiinii bloke eder. Makrofajlarda ve dendritik hiicrelerde simuf II
MHC molekiillerinin ekspresyonunu inhibe eder ve bdylece T hiicresi aktivasyonunu

inhibe eder ve hiicre aracilig1 ile bagisiklik yanit1 sonlandirir. (Vicari AP 2002)

IL-6

Dogustan edinilen bagisiklik sisteminde, AFP’lerin sentezini ve kemik iligi onclilerinden
ndtrofil tiretimini arttirir.  Sonradan edinilen bagisiklikta B lenfositlerinin antikor iireten

plazma hiicrelerine doniisiimiinii uyarir. (David S 2007)

IL-15

NK hiicrelerinin proliferasyonunu ve T hiicrelerinin (6zellikle de hafiza CD8+ hiicrelerin)

gelisimini saglar. (David S 2007)
20



IL-18

NK hiicrelerinden ve T hiicrelerinden IFN-y {iretimini uyarir (IL-12 ile sinerjik etki). IL-

12 ile kombine olarak hiicre-araciligi ile bagisik yanitta rol alir. (David S 2007)

Kemokinler

Lokositlerin inflamasyon ve homeostasisin saglanmasi asamalarinda hiicresel hareketleri
diizenlemektedirler. Kemokinlerin, homeostatik sirkiilasyondaki l6kositlerin dokulara
yonelimlerinde de gorev aldiklar1 kabul edilmektedir. inflamasyon boyunca kemokinlerin
sekresyonunda dramatik bir sekilde artis gdzlenmektedir. Inflamasyonda bir¢ok dokuda
(deri, beyin, eklem, menings, akciger, kan damarlari, bobrek ve gastrointestinal sistem)
sitokinlerin ve kemokinlerin varlig1 tespit edilmistir. Tim hiicrelerde olmasa dahi
birgogunda hiicreler uygun sitimiilasyon sonucunda kemokin molekiillerini sentezleyerek
ortama salmaktadirlar. Kemokin {iretimi i¢in en Onemli uyar1 erken proinflamatuvar
sitokinlerdir (interlokin- 1 ve tiimdr nekroz faktor-I, viral infeksiyon, lipopolisakkarit gibi

bakteriyel iiriinler). (Zlotnik A 2007) (Beutler,B. 2000)

Inflamasyonla seyreden hastaliklarda kemokinlerin ¢ok &nemli gérevleri bulunmaktadir.
Inflamasyonda kandan kemokinler, Idkositlerin dokuya gegisine ve inflamasyonun
bulundugu yerde birikimine ve aktivasyonuna yol acmaktadir. Kemokinler, 6zellikle de
eotaxin ve monocyte chemoattractant proteinler, potent eozinofil kemoatraktanlar1 ve
histamin releasing faktor tiirlinde mediatorler olarak gorev yapmakta ve alerjik
inflamasyonda da 6nemli rolleri bulunmaktadir. Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 bulunan
hastalarin intestinal dokularinda bazi kemokinlerin anlamli artig1 gozlenmektedir.

inflamatuvar siirecte kemokinlerin sentezi ve salimimindaki belirgin artim 16kositlerin
inflamasyonlu dokuya gegcislerinde 6nemli rol oynamaktadir. Uygun uyarilar altinda deri,
beyin, eklemler, akcigerler, kan damarlari, bobrekler ve meningslergibi dokularda

kemokinlerin sentezinin arttig1 gozlenmistir(Zlotnik A 2007).

Inflamasyon sonucu kemokinlerin sentezini arttiran en dnemli uyaricilar IL-1, LPS, TNF-
a, IFN-a ve IL-4’dir. Kemokinlerin artimi1 bir¢ok dokuda lokositlerin inflamasyon

bolgesine gelmesine ve birikimine neden olmaktadir. Allerjik veya otoimmiin
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inflamasyonlarda immiin sistem ve inflamatuvar yanitdan sorumlu hiicrelerin inflamasyon
alaninda birikimi kemokinlerin etkisi sonucu olugmaktadir. Mukozalara nétrofillerin,
monositlerin vemakrofajlarin gelmesi, yerlesmesi ve inflamatuvar siirece katilimlar1 da
yine bilyilik oranda kemokinlerin katkisina baglidir. Damar i¢inde “steady-state” homeostaz
durumunda dolasimina devam eden l6kositlerin inflamasyon stirecini baglatan sinyallerin,
ozellikle kemokinlerin etkisi altinda 6nce endotel hiicreleri ve daha sonra da matriks
proteinleri ile etkilesimleri gerekmektedir. Dokulardan ve hiicrelerden aciga ¢ikan basta
CXC tipteki kemokinler olmak iizere biiylime faktorleri, adezyon molekiilleri ve
sitokinlerin yaratmis oldugu ortam inflamasyon, anjiogenez, doku tamiri ve yeni doku
yapiminda 6nemli gorevler iistlenmektedir. inflamatuvar siireci damar disindaki dokuda
baslatan uyaridan (bakteri, cerrahi, ag-ab kompleksi, v.b.) sonra trombositlerden salinan
PDGF, VEGF-A gibi maddeler, CXC tiiriinde CXCL1, CXCL5, CXCL7, CXCL4 gibi
kemokinler ilk asamada invazyon yapmakta olan mikroorganizmalara kars1 bir bariyer
olusturmakta etkin olurlar. Damar duvarinda ifade edilen CXCL1 nétrofil diapedezini
kolaylagtirir ve CXCL1 ile CXCL8’in birlikte ko-ekspresyonlar1 yara/veya infeksiyon
bolgesine ndtrofilmigrasyonunu saglar. Bolgeye gelen nétrofiller reaktif oksijen tiirevleri
ve degisken sayilarda proteinazlar sentezleyerek fagositozu kolaylastirirlar. Boylece hiicre
artiklari,degredasyon iirlinleri ve diger mikrobiyal artiklar inflamasyon sahasindan
temizlenmeye caligilir.Neovaskiilerizasyon siirecinde bulunan endotel hiicrelerinde
CXCR2 reseptor ekspresyonu olur ve l.ci ile 4.cli giinler arasindaki yogun anjiogenez
sirasinda yeni damarlar belirirken CXCL8 ekspresyonu da giderek artis gosterir.Yara
bolgesinde boylece graniilasyon olusumu ve fazla sayida kapiller damar ortaya ¢ikar.
Notrofil birikimini takiben CCL2 ile CCR2A reseptor iligkisi sonucunda bdlgeye monosit
ve makrofajlarin geldigi izlenir. IL-1 ile TNF- a’nin inhibitor etkisi altinda 6.c1 giine kadar
fibroblastlar ve keratinositlerden sentezlenen CXCL12 yapimu gittik¢e azalir. Daha sonra,
14.cii giinden itibaren bolgeye CXCL9 ve CXCL10’un etkileri altinda fazla sayida lenfosit
birikimi olur. Ayrica, HEV-endotel hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen CXCL11’in
etkisi ile lenfosit kemotaksisi artabilir. Aktive lenfositlerin de CXCR3-A
ekspresyonlarinda artig1 olur. Yara bolgelerinde gelisen inflamasyonlarda keratinositlerin
migrasyonu ve proliferasyonu dermal fibroblastlarin da yara alanina ilerlemesine kolaylik
saglar. Bu hiicreler kontraktil bir fenotipe doniiserek miyofibroblastlar sekline transforme
olabilirler. Artan keratinosit proliferasyonu sonucunda CXCLS8 epitelizasyonu uyarir ve
sonugta bolgede CXCL10 ve CXCL11’den gelen sinyallerin etkisi altinda kollajen sentezi

hizla artarak yara iyilesmesi skarlasma ile sonuglanir. Sonug olarak, inflamasyon siirecinde
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damar icinden, endotel hiicre duvarina, transendotelyal migrasyon ve inflamasyon
bolgesine kadar olan hiicre trafigi degisik tiir ve sayida kemokin ve kemokin
reseptorlerinin  etkisi altinda gergeklesmektedir. Ozellikle CXCkemokinler hem
inflamasyon hem de anjiogenezde koordinasyon halinde siireci etkilemektedirler. Bu
stirecin diizenlenmesindeki bozukluklar kronik inflamasyonun baslamasina hatta immiin
sistem hiicrelerini de etkileyerek hiicrelerin neoplastik transformasyonuna yol
acabilmektedir. Giinlimiizde, CXC kemokinler ve/veya CXC-reseptorlerini hedefleyen
endotel hiicreleri, perivaskiiler hiicreler ve inflamatuvar hiicreleri igeren yeni terapotik
yaklagimlar lizerinde calisilmaktadir. Bir¢ok infeksiyon hastaliginda kemokinlerin ve
kemokin reseptorlerinin gorevleri oldugu tespit edilmistir. Kemokin reseptdrleri, ¢ok
onemli iki insan patojeni olan Plasmodium ve AIDS etkeni Human Immunodeficiency
Virus (HIV) i¢in koreseptor gorevi yapmaktadir. Kemokinler ve kemokin reseptorleri
ayrica anjiyogenezisin, tlimor biiylimesinin ve stem hiicre proliferasyonunun
modiilasyonunda da Onemli rol oynamaktadirlar. Kemokinler, anjiyogenezin ve timor
biliylimesini modiile etmekte ve stem hiicre proliferasyonunu da inhibe etmektedirler.
Platelet faktor- 4 ve IP-10 neovaskiilarizasyon, tiimor biiylimesi ve metastazt inhibe
etmektedir. Buna karsilik interlokin-8, anjiyogenezi ve timdr metastazinin olusumuna
yardimc1 olmaktadir. Anjiyogenezin inhibisyonuyla ilgilimekanizmanin altinda yatan
neden olarak, iligkili bulunan kemokinlerin, diger biiylime faktorleriyle (basic fibroblast
growth faktor ve transforming growth faktor- a) yer degistirmesi seklinde oldugu tespit
edilmistir. Kemokinlerin 16kosit hareketlerini kontrol etme kapasiteleri bulunmaktadir.
Yapilan bir¢ok hayvan deneylerinde kemokin aktivitelerinin nétralizasyonu terapotik deger
tagimaktadir. Kemokin veya kemokin reseptdrlerinin antagonistleri otoimmiin, allerjik ve
septik olaylarin olusumunu inhibe etmektedir. Bunlara ek olarak kemokinler infeksiyon,
timor ve asilara karst konak¢i cevabimi da giliglendirmektedir. Kemokinlerin diger
sitokinlerle kombinasyonu daha etkin olup antitiimdr terapinin olusumunu saglamaktadir.
Kemokinler ve analoglari,HIV-1 infeksiyonunda ve hastaligin gelisiminde inhibitorler
olarak klinik a¢idan ¢ok kullanigl olabilecekleri konusunda goriisler ileri siiriilmektedir.

2.4.2.2.Sonradan Edinilmis Bagisiklikta Rol Alan Sitokinler

Cizelge 2.4.2.2.1 Sonradan edinilmis bagisiklikta rol alan bazi sitokinler
Sitokin Hiicre kaynagi  Hedef Hiicre ve Biyolojik Etki

IL-2 T hiicresi T hiicreleri: sitokin sentezini arttirir, Fas-araciligi ile
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IL-4 CD4+ T

hiicreleri, mast

hiicreleri
IL-5 CD4+Thiicreleri
IFN-y CD8+Thiicreleri,
NK hiicreleri
TGF-p Thiicreleri,
makrofajlar,

diger h. tipleri
Lenfotoksin T hiicreleri

(LT)
1L-13 CD4+T hiicreleri

IL-2 ve Biyolojik Rolii

apoptosisi arttirirB hiicreleri: proliferasyon, antikor sentezi (in

Vitro)
B hiicreleri: IgE ‘ye izotip switching T hiicreleri: TH2’ye

doniistim, proliferasyon Makrofajlar: IFN-y araciligl ile
aktivasyonun inhibisyonuMast hiicreleri: proliferasyon (in

vitro)
Eozinofiller: aktivasyon B hiicreleri: proliferasyon, IgA

uretimi
Makrofajlar: aktivasyon B hiicreleri: IgG’ye izotip switching

T hiicreleri: TH1 farklilasmasi Cesitlil hiicreler: sinif I ve sinif

II MHC molekiil ekspresyonu artist
T  hiicreleri: proliferasyon ve efektéor fonksiyonlarin

inhibisyonu
B hiicreleri: proliferasyonun inhibisyonu, IgA {iretimi

Makrofajlar: inhibisyon
Notrofillerin ¢agrilmasi ve lenfoid organogenez

B hiicreleri: IgE ‘ye izotip switching Epitelyal hiicreler: mukus

iiretiminin artis1 Makrofajlar: inhibisyon

Antijenle uyarilan T lenfositler i¢in bir biliylime faktoriidiir ve antijenle etkilestikten sonra

T hiicrelerinin ¢ogalmasindan (klonal ekspansiyon) sorumludur. Uretildigi hiicre iizerine

etkindir (otokrin bliylime faktorii). (Shapiro SD2003) (Cizelge-3-)

Antijenle etkilesen T hiicrelerinden saliir ve bu hiicreleri prolifere eder. Ayrica, T

hiicrelerinde IFN-y ve IL-4 gibi sitokinlerin salinimini uyarir, NK hiicrelerinin gelisimini

ve sitotoksik etki gostermelerini saglar. Bu hiicreleri lenfokin-aktive hiicreler haline

dontstiirerek sitolitik fonksiyonlarini arttirir, B hiicrelerini gelisim ve antikor salmalar1 igin

uyarir ve aktive T hiicrelerinin Fas yolu ile apoptozisini hizlandirirlar.( Shapiro SD2003)

(Cizelge-3-)

IL- 4 ve Biyolojik Rolii
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IgE antikorlarinin olusumundaki en énemli uyarandir. CD4+ hiicrelerden TH2 hiicrelerin
gelisimini saglar.

B hiicrelerini IgE izotip switching i¢in uyarir. IgE allerjik reaksiyonlarin en onemli
meadiatoriidiir. Bu nedenler IL-4 {iretimi allerjinin gelisimi agisindan CD4+ hiicrelerden
TH2 hiicrelerin gelisimini uyarmank i¢in otokrin biiylime faktorii olarak gorev yapar ve
IFN-y’nin makrofaj aktivite edici etkisine antagonist bir etki yaparak hiicre aracilig1 ile

bagisiklik yanitlar1 inhibe eder(David S 2007).

IL- 5 ve Biyolojik Rolii

Eozinofillerin aktivatoriidiir ve T hiicresi aktivasyonu ile eozinofilik inflamasyon arasinda
baglant1 olusturur. Olgun eozinofillerin aktivasyonu (aktif eozinofiller helmintleri 6ldiirme
yetenegine sahiptir),eozinofillerin gelisim ve farklilagsmasini uyarmak ve B hiicrelerinin

proliferasyonunu ve IgA salinimini uyarir(David S 2007).

IFN- v ve Biyolojik Rolii

NK hiicreleri, CD4+ TH1 hiicreler ve CD8+ T hiicreler tarafinda iiretilir, primer makrofaj
aktive edici sitokindir ve hem dogustan hem de sonradan edinilmis bagisiklikta onemli
fonksiyonlar1 vardir . IFN-y ayn1 zamanda immun ya da tip II IFN olarak da adlandirilir ve
kismen antiviral aktiviteye sahiptir. Genel olarak immun yanitta efektor sitokin olarak

gorev yapar(David S 2007).

Nitrik oksit ve reaktif oksijen ara iiriinlerinin sentezini uyararak makrofajlarin mikrobiyal
fonksiyonlarini arttirir, APC’ler iizerinde smif I ve smif II MHC molekiillerinin
ekspresyonunu uyarir ,vaskular endotelyal hiicrelerin aktivatoriidiir , TNF’nin endotelyal
hiicreler iizerine birgok etkisini arttirir, boylece T lenfositlerin adezyonu ve infeksiyon
sitesine gogii kolaylagir, CD4+ T hiicrelerin TH1 alt gruplarina farklilagmasini indiiklerken
TH2 hiicrelerine farklilasmasini engeller , B hiicrelerini bazi1 IgG alt siniflarinin olusumu
icin indiikler. IFN-y ile indiikklenen IgG altgruplart fagositlerin tizerindeki Fcy
reseptorlerine baglanir ve kompleman aktivasyonuna neden olur. Bu mekanizmalar
opsonize mikroplarin fagositozunu hizlandirir ve Notrofilleri aktive eder ve NK

hiicrelerinin sitolitik aktivitesini arttirir(David S 2007).
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Transforming Biiyiime Faktorii- p (TGF-p) ve Biyolojik Rolii

Lenfositlerin ve diger 16kositlerin proliferasyonunu ve aktivasyonunu inhibe eder.

T hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasini ve makrofajlarin aktivasyonunu inhibe
eder. TGF- B ayni zamanda nétrofi ve endotelyal hiicreler iizerinde de etkilidir. Bu
aktiviteleriyle TGF- B inflamatdér ve immun yanitlar1 inhibe eder ve B hiicrelerini IgA

salmalar1 i¢in uyarir.

Lenfotoksin (LT)

T lenfositlerinden ve diger hiicrelerden iiretilir. %30 oraninda makrofaj kaynakli TNF ile
homoloji gosterir ve benzer fonksiyon gosterir. Bu nedenle LT , TNF-f3 olarak adlandirilir.
LT endotel hiicreleri ve nétrofilleri aktive eder, bu nedenle akut inflamator yanitin bir

mediatdrii olarak gorev yapar ve bu biyolojik etkiler TNF ninkine benzer.

IL-13 ve Biyolojik Rolii

Yapisal olarak TH2 CD4+ T hiicreleri tarafindan salinan IL-4’e benzer. Bu nedenle IL-13,
makrofajlar gibi lenfoid olmayan hiicreler iizerine etki eder, ancak T ve B lenfositlere
etkisi IL-4 kadar degildir. IL-13’{in major etkisi makrofajlarin aktivitesini inhibe etmektir
ve IFN-y’ya antagonisttir. Akciger epitelyal hiicrelerde mukus iiretimini arttirir ve IL-
13°den yoksun knockout farelerde IgE iiretiminin azaldig1 ve allerjik reaksiyonlar gelistigi

belirlenmistir(David S 2007).

2.4.3.Hematopoezde Rol Alan Sitokinler

Cizelge 2.4.3.1 Hematopoezde rol alan sitokinler. (Rossi D 2000)

Sitokin Hiicre kaynagi Hedef Hiicre Indiikledigi
Hiicre grubu

Kok hiicre faktor (c- Kemik iligi stromal hiicreler Pluripotent kok Tim hiicreler

kit) hiicresi

IL-7 Fibroblastlar, kemik iligi stromal Immatiir lenfoid B ve T

hiicreler oncti hiicreler lenfositler
IL-3 T hiicreleri Immatiir  6ncii Tiim hiicreler
hiicreler
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GM-CSF T  hiicreleri, makrofajlar, endotelyal Immatiir &ncii Graniilosit,
hiicreler, fibroblastlar hiicreler monosit,

Makrofajlar makrofaj

ailesi
M-CSF Makrofajlar, endotelyal hiicreler, kemik Oncii hiicreler =~ Monosit
iligi hiicreleri, fibroblastlar
G-CSF Makrofajlar, endotelyal hiicreler, Oncii hiicreler Graniilosit

fibroblastlar

2.4.4.Toll Benzeri Reseptorleri(TLR) ve Biyolojik Rolii

TLRler, kalip tanima reseptorlerinin (PRR) bir cesididir ve patojenlerle genis Olciide
paylasilmis fakat ev sahibi molekiillerinden ayirt edilebilen molekiilleri, yani tamamiyle;
patojenlerle iliskilendirilmis molekiil kaliplar1 (PAMPlar) olarak adlandirilan molekiilleri
tanirlar.Bir reseptor iist ailesi olan interlokin-1 reseptorleri ile yaygin olarak Toll-IL-1

reseptor(TIR) diye adlandirilan alan1 olustururlar.

TIR alaninin 3 alt grubu bulunmaktadir:

Alt grup TIR 1 bolgelerini iceren proteinler; makrofajlar, monositler, dendritik hiicreler

tarafindan iiretilen interlokin icin reseptorlerdir ve hepsi ekstraseliiler immiinoglobulin
sahalar1 bulundururlar. Proteinin alt grup TIR 2 bdélgesini igerenleri klasik TLRlerdir, ve
mikrobiyal kokenli molekiilleri direkt ya da indirekt olarak baglarlar.

TIR 3 bolgelerini igeren proteinlerin 3. bir alt grubu; proteinlerin 1 ve 2. alt gruplari

arasinda sinyallemeye aracilik eden ve sadece sitosolik adaptor proteinlerden olusur.

TLR'ler, omurgasizlarda da, omurgalilarda bulunduklart gibi bulunurlar. TLR'lerin
bakteriler ve bitkilerde ve bitkiler aleminde enfeksiyon karsisinda ev sahibinin
savunmasinda gerekli olarak bilinmektedirler. TLR'ler, bu suretle eski zamanlardan beri
bagisiklik sisteminin korunmus bilesenleri gibi gériinmektedir.

Cogu memeli tiirlinde on ila on bes arasinda Toll benzeri reseptdr tipinin bulundugu

tahmin edilmektedir (Du,X 2000). Oniiglinci TLR (basitce TLR1'den TLRI13'e
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isimlendirilmislerdir) fareler ve insanlarda birlikte tanimlanmislardir, bunlarin baz1 esit

formlar1 diger memeli tiirlerinde de bulunmustur ( Ulevitch.R.J. 2000)( Tabeta,K. 2004)

Bununla beraber, TLR'lerin insanlarda bulunan belirli esit formlar1 memelilerin hepsinde
bulunmaz. Ornegin insanlarda TLR10'un benzeri (analogu) olan bir protein icin gen
kodlama farelerde de sunulur, fakat bazi1 noktalar1 retroviriisler tarafindan ge¢miste hasara
ugratilmis gibi goriinmektedir. Diger taraftan, insanlarda bulunmayan TLRI11, 12 ve 13
farelerde (ifade) eksprese edilir. Diger memeliler insanlarda bulunmayan TLR'leri ifade
edebilirler. Bu, insanlardaki dogustan gelen bagisiklikta, model canli olarak kullanilan

deney hayvanlar1 kullanimin1 karmasiklastirabilir.

Toll benzeri reseptorler (ve diger dogustan gelen bagisiklik reseptorleri) zgiilliikklerinden
dolay1 evrim siirecinde kolayca degisemezler, bu reseptorler tehtidlerle (patojenler ya da
hiicre stresi gibi) iliskilendirilen molekiilleri daima tanirlar ve bu unsurlara yiiksek
ozgiilliikk gosterirler (kendi molekiilleriyle karsilastiklarinda yanilmazlar). Bu gereklilige
uyan patojenle iliskili molekiiller genellikle patojenin isleviyle tehlikelidirler ve
mutasyonlarla silinemez ya da degistirilemezler, bu o0zellikleriyle "evrimsel olarak
korunmus" sayilirlar. Patojenlerde korunan ozellikler; bakterilerde hiicre yiizeyi
lipopolisakkaritleri (LPS), lipoproteinler, lipopeptidler, ve lipoarabinomannan; bakteriyal
kamgidan flagellin gibi proteinler; viriislerin ¢ift zincirli RNA's1 veya bakteriyal ve viral
DNA'nin metillenmemis CpG adalar1 ve diger RNA ve DNA'lardur.

TLR'lerin ¢ogu i¢in baglayici tanima 6zgiilliigii, glinlimiizde gen-hedeflenmesi (ya da "gen
degis-tokusu") olarak bilinen bir teknikle, farelerde yalnizca segilen genlerin silinmesiyle

saptanmistir (Hoebe,K 2003)( Hemmi,H 2000).

TLR etkinligince uyarilan stereotipik yangi yaniti, TLRlerin endojen aktivatdrlerinin
kendine bagisik hastaliklarda pay1 oldugu kurgularini beraberinde getirmistir. TLRIerin ev
sahibinin, (kan pithtilagsmasyila iligkili) fibrojen ve 1s1 soku proteinleri (HSPler) ve konak
DNAsin1 da kapsayan molekiillerine baglandigindan stiphelenilmektedir.

TLRIlerin dimerler olarak islevleri olduguna inanilmaktadir. Cogu TLR homodimer olarak

fonksiyon gosterse de, TLR2, TLR1 ya da TLR6 ile heterodimerleri olusturur, her dimer
farkli bir baglayict (ligand) 6zgiilliindedir. TLRIer ayrica, tam baglanma duyarlilig1 igin,
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TLR4'in LPS'yi tanimasi durumunda MD-2'ye ihtiya¢ duymasi durumunda oldugu gibi,
diger yardimci-reseptorlere bagl olabilirler.(Sekil 2.2)
CD14 ve LPS Baglayici Protein (LBP) LPS'nin MD-2'ye sunumu kolaylastirmakla

bilinmektedir.
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Sekil2.2. Hiicre i¢cindeki apoptozis olusum mekanizmalar.

Toll-benzeri reseptorlerin isleyis mekanizmasi. Kesikli gri ¢izgiler bilinmeyen iliskileri
gostermektedir. TLR sinyallemede aracilik yapan araci proteinler ve kinazlar ayrica
hedeflenirler.Ek olarak; Bruce Beutler'in laboratuvarinda ENU ile birlikte rastgele esey

hiicre Onciilii mutagenezi, TLR sinyalleme yollarn1 ¢6zmek i¢in kullanilmistir.

TLRler etkinlestirildiklerinde bir sinyali baslatmak i¢in aract molekiilleri hiicrelerin
sitoplazmalar1 icersinden cagirirlar. Sinyallemeyle iliskili olarak dort araci molekiil
bilinmektedir. Bu proteinler MyD88, Tirap (Mal diye de bilinir), Trif, ve Tram'dir. Bu
aracilar hiicre i¢indeki diger molekiilleri, sinyali ylikselten belli protein kinazlarla (IRAK1,
IRAK4, TBK1 ve IKKi) etkinlestiriler ve nihayetinde yangi yanitin1 planlayan genlerin
baskilanmasina ya da goreve getirilmesine Onciilik ederler. Sonug¢ olarak, TLR
sinyallemesiyle binlerce gen etkinlestirilir; TLRIer, gen diizenlenmesi i¢in en gli¢lii ve

onemli kapilardan birini olugturmaktadirlar.

2.4.5.Atherosiklerozda Apoptozisin Onemi
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Siklikla programli hiicre oliimiine esdeger olarak kabul edilen apoptozis, ¢ok hiicreli
organizmalarin genetik sifrelerinde bulunan “hiicre intihar1” programlarinin gelisimsel
ve/veya cevresel uyarimlarla etkinleflmesi sonucu ortaya cikan, gelisim ve farklilasma
sirasinda organ yapisi ve islevlerinin aktif degisimini saglayan fizyolojik hiicre 6liimii
olarak tanimlanmaktadir (Cohen JJ, 1998). Bir baska deyisle, hiicrelerin, popiilasyonun
geri kalanmin 1iyiligi gerektirdiginde herediter olarak kendilerinde varolan intihar
programini devreye sokarak programli bir flekilde, ¢cevreye hi¢ zarar vermeden yasamlariny
yitirmelerine denir. Yunanca’da “agaclarin yapraklarini dokmesi” anlamina gelen
apoptozis, ilk kez biyomedikal literatiirde 1972 yilinda Kerr tarafindan “mitozun karsit
anlam1” olarak kullanilmistir (Narula J 1997). Apoptozis, bugiine dek bildigimiz tek tip
hiicre 6liimii olan nekrozdan oldukg¢a farklidir. Nekrozda, akut hiicre hasarini takiben hiicre
ve organellerinin sisip lizise ugradigi pasif ve patolojik bir hiicre 6liimii s6z konusudur.
Nekroz, eksternal giiglerin etkisi ile koruyucu mekanizmalarin devreye girmesine firsat
vermeyecek sekilde gelisir. Nekrozda zarar goren esas hedef organel, hiicrenin enerji
kaynagi olan mitokondriyumdur. Nekroz sirasinda hiicrenin su ile sisirilerek patlamasi
sonucunda ortama hiicre icerigindeki molekiillerin ¢ikmasi ile inflamatuvar yanit olusur.
Apoptozis ise nekrozdan farkli olarak aktif islev gerektiren genetik kontrollii bir siiregtir.
Apoptozis sirasinda hiicre biiziisiir ve 1 saatten kisa bir siirede hacminin %30’ nu kaybeder.
Mitokondriyum morfolojik olarak saglamdir, ancak burada esas hasarlanan hedef organel,
hiicre ¢ekirdegidir. Nukleusta kromatin yogunlasarak DNA parcalanir. Bu DNA pargalar»
hiicre zan ile kaplidir (apoptotik cisimcikler) ve ortamdan ¢evredeki hiicreler tarafindan
fagositozla uzaklastirilirlar. Apoptozis sirasinda hiicre igerigi ortama c¢ikmadigindan
inflamatuvar bir yanit gelismez. Apoptozun asir1 oldugu durumlarda ortamdaki makrofajlar
apoptotik cisimcikleri yeterli fagositozla temizleyemezlerse bunlar degrade olarak
sekonder nekroza ugrayabilirler ve inflamasyona yol agabilirler (Gavrieli Y 1992).
Programlanmis hiicre oOlimii, embriyogenezis, organ involiisyonu (O6rn: timus),
immiinolojik reaksiyonlar ve diferansiye hiicrelerin yasam siirelerinin sonlanmasi gibi bir
cok fizyolojik olayda yer almaktadir (Hoebe,K 2003). Ayrica degisik hiicre tiplerinde
farkli ¢evresel uyarilar apoptozisi baslatabilir. Hemen hemen tiim hiicrelerde iyonizan
radyasyon, inflamatuvar sitokinler, immunoregiilatuvar sitokinler, oksidatif stres, redoks
potansiyelinde degisiklikler, biiyiime faktorleri veya trofik faktorlerin ortamdan
kaybolmasi, mekanik stres apoptozisi baglatabilmektedir(Gavrieli Y 1997)( Wyllie AH
1986). Apoptozis reaktif oksijen radikalleri ile uyarilabilir. Antioksidan enzimlerin

azalmasi, apoptozisin uyarilmasindan sorumlu hiicresel reaktif oksijen radikallerin artisina
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neden olabilir. Apoptozis fetusta normal doku gelifliminin temel O6zelligidir. Normal
eriflkin dokularinda ise hiicre biiyiimesi ve apoptozis bir denge i¢indedir. Bu dengenin biri
lehine bozulmasi ¢eflitli patolojilere yol agmaktadir. Genetik hiicre 6liim programinin
hatali ekspresyonu veya apoptotik hiicre 6lim programinin eksik uygulanmasi cesitli
karsinom, otoimmiin hastaliklarin ve viral infeksiyonlarin patogenezinde rol

oynamaktadir(Cizelge-2.4.5.1).

Cizelge-2.4.5.1 Apoptozisi baskilayan ve indiikleyen genler.

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
* Bcl-2 grubundan; * Bcl-2 grubundan;

BHRL-1, bel-x1, bel-w, bfl-1, Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, bid, bik,
brag-1, Hrk1
mcl-1, Al 1 * c-myc

1 * c-abl geni 2 * p53, p21

2 * ras onkogeni 3 * fas (CD95/APOI)

3 * ¢cOziinebilir fas

4 *p35 FADD/MORT, RIP, FAST

5 * A20 1 * interlokin doniistiirticii

Sitokrom C

Mitakondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Son
yillarda anlasilan 6nemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma oturmustur. Bu
yiizden de sitokrom c’nin mitakondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozis

yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c,
mekanizmasi heniliz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde mitakondriden apoptozis-
indiikleyici faktor (“AlF,apoptosis-inducing factor”) ile birlikte sitoplazmaya salinir.
Sitokrom c sitoplazmik protein olan Apaf-1 (“apoptotic protease activating factor-1")’e
baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir
kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniis-
mesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’1l aktive eder. Aktif
kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (“ICAD, inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease”) inaktiflestirir, boylece ICAD’ilinlin bagladigi kaspazla-

aktiflesen deoksiriboniikleaz (“CAD, caspase-activated deoxyribonuclease™)
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serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin

kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur

Apoptozisde Mitokondrinin Rolii

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu goriilmiistiir. Bu
ylizden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi) apoptotik siirecte irreversibl (geri doniilemez) noktayr gdsterir.
Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en 6énemli faktor bel-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik
hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin mitokondri lizerindeki etkileriyle
ya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir (apoptozisin baslamasi) veya

sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir (apoptozisin inhibisyonu).

2.4.5.2.1.Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri pro-apoptotik,
apoptozisi indiikleyici, etkiye sahiptir. Digeri ise anti-apoptotik, apoptozisi baskilayici,
etkiye sahiptir. Pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesini indiiklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c saliverilmesini baskilarlar. Bu
iki z1t etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik a-
heliks) baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2, ve BH3 bdlgeleri hidrofobik cep’i olusturur.
Amfipatik a-heliks, BH3 bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2
ailesi liyesinin BH3 bolgesine baglanirlar. Pro-apoptotik iiyeler kendi i¢inde iki alt gruba
ayrilirlar. Bu alt grublardan biri yapilarinda her ii¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de iceren
iiyelerden (6rn, Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bolgesini i¢eren iiyelerden (Bid, Bad,
Bim) olusur. Anti-apoptotik liyelerde ayryca BH4 bolgesi bulunur. Bu bdlgenin, poptozisin
diger hiicresel yollarla “pathway” iliskisini kurdugu diisiiniilmektedir. Anti-apoptotik
iiyeler, dogal olarak “intrinsic” sitokrom c’nin saliverilmesini baskilama 06zelligine
sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik iiyelerin anti-apoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu
inhibitor etki ortadan kalkar ve sitokrom c saliverilmesi gergeklesir. Bu yiizden, pro ve
anti-apoptotik iiyelerin dengesi yasam ile 6liim arasindaki segenegi belirler. Anti-apoptotik
iiyelerin asir1 ekspresyonlarinin apoptozisi baskiladigi oysa pro-apoptotik iiyelerin asiri

ekspresyonunun ise hiicreleri oldiirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi
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iiyelerinin en iyi bilinenleri :bcl-2, bel-X1, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanlar ise: bax, bcl-

Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir.

3.MATERYAL VE YONTEM:

3.1. MATERYAL

Tez kapsaminda damar icersinde olusan inflamasyona damar i¢ yapisinda bulunan endotel
ve monosit hiicrelerin nasil cevap verdigini incelemek amaciyla iki farkli hiicrenin
kokiiltiirtiniin yapilmis ve bu amacla insan THP-1 Myelositik 16semi hiicreleri (ATCC) ve
insan koroner arter endotel hiicreleri (PH30005A HCAEC, BioCat) kullanilmistir. Hiicre

kiiltiir ortaminda inflamasyon bakteriyel {liriin olan LPS’e ile saglanmustir.

3.2. YONTEM

3.2.1.Hiicre Kiiltiirii

THP-1 hiicreleri %10 Fetal Bovin Serumu (FBS), 100 ug/ml streptomisin, 100 U/ml
penisilin ve 2 mM L-Glutamik asit igeren RPMI 1640 besi yeri i¢inde kiiltiire edilmistir.
Koroner arter hiicreleri i¢in 6zel endotel besi yeri M199 kullanilmistir. Kiiltiir; steril
kosullar altinda 37°C de, % 5 CO, ihtiva eden etiivlerde gerceklestirilmistir. Hiicre
proliferasyonlarinin degerlendirilmesi i¢in hiicrelerin 96 kuyulu plaklarda kiiltiire edilerek,
kokdiltiirlerin ise 6 I1 veya 24 kuyulu plaklarda tekli, ikili, G¢lii hiicre kiiltiirii yapilarak
gerceklestirildi (Sekil 3 ).

1. THP-1 insan monositleri (16semi kokenli hiicre dizisi) dogrudan ve 100 ng/ml
phorbol 12 myristate 13 acetate (PMA) ile makrofaja doniistiirtildiikten sonra hiicre
kiiltiirii ortamina eklenmistir.

2. Monosit ve makofajlar bakteriyel iirlin olan lipopolisakkarit (E. Coli ,0111, LPS)
ile uyarilarak aktive edilecek ve endotel ve makrofaj hiicre protein cevaplari
degerlendirilmistir.  (21i  kokdiltiirde bu 2  hiicrenin protein cevaplari
degerlendirilmistir)

3. LPS (1 pg/ml) iki hiicre tipinde hiicre ¢ogalmasma ve apoptosise etkileri
degerlendirilmistir. (Schaub R 2007)
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Sekil 3.2.1.1 Ko-kiiltiirde Transwell filtre kullanimi1

3.2.2.Proliferasyon Degerlendirilmesi

Hiicre ¢ogalmasinin saptanmasi icin tetrazolium tabanli kolorimetrik bir yontem olan
MTT yontemi kullanilmistir. Zamana ve doza bagl olarak cesitli etken maddeler ile
inkiibasyona birakilmis hiicreler MTT ile muamele edilerek formazan kristalleri
olusturmasi saglanmis ve olusan bu kristaller belli bir ¢oziicii ile ¢oziildiikten sonra
spektrofotometrede degerlendirilmistir. Hiicrelere deney protokollerine uygun olarak LPS

uygulandiktan sonra 24 ve 48. saatlerde MTT uygulanmustir.

3.2.3.Apoptosis Degerlendirilmesi:

Hiicre dizilerinde apoptosisin degerlendirilmesi i¢in normal kosullarda ve LPS uygulamasi
sonrasinda  kaspaz-3  diizeyi Ol¢iimii  yapilmistir.  Apoptosis  Olglimleri MTT
degerlendirmelerinin yapildig1 gruplarda her grupta 8 li tekrar olmak iizere ayni1 diizenleme
ile yapilmistir. Kaspaz -3 diizeyleri deney protokollerine uygun olarak LPS uygulandiktan
sonra 2. ve 24. saatlerde degerlendirilmistir. Apoptosis Olgiimii i¢in 200.000 hiicre/ml,

uygun tampon ile lizise ugratilmistir (50 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, % 0.1
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CHAPS, 10 mM DTT, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, %0.1Triton X-100). Florimetrik
substratlarla (R110 Ac-DEVD-pNA, Ac-YVAD-pNA, IETD-pNA, or LEHD-pNA.) 25°

C’de inkiibe edilerek florimetrede Slgiimler gerceklestirilmistir.
3.3.1. Bradford Yéntemleri ile Protein Miktar Tayini

Bovine serum albumin (BSA) ile ¢esitli oranlarda standartlarimiz hazirlanir (250, 500, 750,
1000 pg/ml).5X ‘lik Bio Rad (USA) protein assay dye reagent concentrate boyadan
1X hazirlanir (6rnek sayisina gore miktar belirlenir). Cesitli dilusyonlarda stok
ornekler hazirlanir (1:5 ,1:10 ,1:20 ,1:30 ,1:40 ....)K6r (blank) lizis tamponu veya
suyla hazirlanir. Stok Orneklerden 10 “ ar pl almarak {izeri etiketlenen temiz
ependorflara almir. Ardindan hazirlanan boyadan 490 ‘ar pl iizerine eklenir.
Yaklasik 5 dakika 0rnegin boya ile etkilesmesi beklenildikten sonra Bio Rad (USA)
Smart Spec spektrofotometrede tek kullanimlik plastik kiivetlerle 595 nm ‘de
abzorbanslarina gore protein miktarlar1 dl¢iiliir( White MY 2007).

3.3.2 Rehidratasyon

2D (ikinci boyut) jel elektroforezi i¢in 3-10 pH aralikli Immobilize pH Gradient (IPG)
seritler (stripler) kullanilmistir (Bio Rad, ABD). Protein miktar tayininden ardindan
miktarla orantili olarak rehidrasyon tamponu ile 6rnek karistirilir. Ardindan bu karisim ve
hemen arkasindan IPG serit (Bio Rad,ABD) tablasina konur. Evaporasyonu 6nlemek
amaciyla mineral yag tablaya serit lizerine konur. IPG seritin rehidrasyonu 18 ile 24 saat
arasinda siirmektedir. Rehidrasyon tamponu(Ure 7 M ,ThioUre 2M ,Amfolit %0.2,
CHAPS % 4 HED %1 ,DTT %]l) ile ayn1 zamanda i¢indeki maddelerden dolay1 distilfiir
baglar1 par¢alanmaktadir ( White MY 2007).

3.3.3 izo Elektrik Odaklama (IEF)

IPG seritlere 6rnek emdirildikten sonra (rehidrasyon asamasi) temiz bir tablaya konur.
Ancak bu tabla rehidrasyonda kullanilandan farkli olarak elektrik akiminin
gecmesini saglayan elektrotlari igermektedir. 1zo elektrik odaklama belirli bir akimda
seritlerdeki proteinlerin pH ° larina gore ayrilmasini saglar. Bu akimin gecebilmesi
icin bu tablalarda saginda ve solunda olmak {izere (akimi saglamak amaciyla anot ve
katot olan iki tel) boyuna iki adet paslanmaz tel ge¢cmektedir. Bu tellerin seritler

iizerindeki jeli yakmamasi i¢in wicks adi verilen kiigiik kagitlar 1slatilarak konur.
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Ardindan yeniden IPG seritler yerlestirilir. Yine evaporasyonu Onlemek amaciyla
mineral yag konur. Yaklasik 15 ile 17 saat arasinda ayirim gerceklesir(Kang JH
2006).

3.3.4. iki Boyutlu Jel Elektroforezi ile Protein Profillenmesi

Izoelektrik noktalarina gore ayrilan proteinlerimize ikinci asama olarak SDS-PAGE de
yani ikinci boyutta ayrilma islemi uygulanir.SDS-PAGE jeli % 12.5 lik yiiriitme (running)
( 1,5M Tris-HCI1 pH 8.8 , akrilamid-bisakrilamid %40 ,%10 SDS , ultra saf su ,%10
amonyum persulfat, TEMED ) ve % 4 ‘liik yiikleme (stacking) (0.5 M Tris-HCI pH 6.8,
akrilamid-bisakrilamid %40 ,%10 SDS , ultra saf su ,%10 amonyum persiilfat , TEMED )
olmak tizere iki farkli kisimdan olusur. Seritlerimiz, yine proteinlerin konformasyonlarini
bozacak ve SDS-PAGE de daha diizgiin bir sekilde yiiriimesini saglayacak kimyasallar
iceren iki farkli dengeleme tamponu ile yikanir. Dengeleme Tamponu I ( 6M Ure, 1.5 M
pH:8.8 Tris-HCI, % 2 SDS, % 20 Gliserol , % 2 DTT ). Dengeleme Tamponu II (6M Ure ,
1.5 M pH:8.8 Tris-HCI, % 2 SDS, % 20 Gliserol , % 2 Iodoasetamid, BBF ). Ardindan IPG
seritler izleme boyasi bulunan %0.5 lik agar ile birlikte yiikkleme kismina kadar itilerek
yerlestirilir. Protein belirleyicisi olarak hazir protein bio belirteci (10-225 kDA
Fermentas ,ABD) yiiklenir. Yiikleme kisminda jelin por ¢ap1 daha kiigiiktiir. IPG seritler
gelen proteinlerin diizenli bir sekilde yiiriimesini saglar. Ardindan esas yiiriime asamasi
running kisminda baglar. pl‘larina gore ayrilan proteinlerimiz artik molekiiler agirliklarina
gore ayrilmaya baglar. Jelimizin 1X ‘lik SDS tamponu ile belirli bir akimda ikinci boyut jel
elektroforezi gergeklesir (Kang JH 2006).

3.3.4.1. Boyama Ve Goriintiileme

Proteinlerin ayrimimi saglayan 2D-PAGE analizi sonrasinda protein ayriminin
goriintiilemek amaciyla boyama islemi gerceklestirilir. Protein yogunlugu ve hassasiyetine
gore Floresan olan ve olmayan boyama tipleri kullanilir. Floresan boyalar Sypro,
Comassie, Blue Bandit, Flamingo, Deep Purple v.b. boyalardir. Floresan olmayan boyaya
giimils boyama ornek verilebilir. Bu ¢alismamizda en hassas boya olan Sypro-Ruby (Bio-

Rad ABD) ile boyama tercih edilir.

Proteinlerin jele daha iyi tutunmasi ve jelin daha iyi boyanmasi amaciyla, jelimiz 3 saat ile
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bir gece arasinda sabitleme (%10 metanol,%7 asetik asit ,ultra saf su ) tamponunda
bekletildi. Sabitleme asamasi biten jel tekrar 3 saat ile bir gece arasinda Sypro boyasinda
bekletilir. Boyama asamasi bittikten sonra fazla boyayr almak ve boyay1 sabitlemek
amaciyla tekrardan sabitleme tamponu uygulanir. Bu sabitleme asamasinda sabitleme
solusyonunda 30 dakikadan daha fazla bekletilmemelidir. Bu asamadan sonra ultra saf su
ile 10 dakika yikanir ve uzun siireli saklamak amaciyla icine bir damla asetik asit
damlatilmis yenilenmis ultra saf suya konur. Goriintiilleme isleminde Versadoc (Bio Rad ,
USA) cihazi ve analizler i¢in PD Quest 8.0(Bio-Rad) yazilimindan yararlanilir (Kang JH
20006).

3.4 Istatistiksel Analiz
Bu tez kapsaminda yer alan MTT ve Kaspas-3 deneylerindeki ¢oklu degerlendirmlerde
gruplar arasi1 fark ANOVA ve TUKEY istatistiksel analiz yontemleri ile incelendi.

4. Bulgular ve Sonuc¢

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiinde Proteom Birimin’de gergeklestirilen bu
yiiksek lisans tez ¢alismasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ,Fizyopatoloji A.B.D.
Molekiiler Biyoloji Biriminde yapilan damar i¢ yapist model alinarak invitro kosullarda
hiicre kiiltlirii ortaminda endotel (HUVEC)-monosit (THP-1) ikili hiicre kiiltiirii modeli
yapilmis ve daha sonra bu model LPS ile uyarilmistir. Hiicre cevaplar tekli ve ikili kiiltiir
ortamlarinda degerlendirilmistir ve anlamli olabilecek hedef protein degisimleri agisindan

arastirilmistir.

4.1.MTT Testi

Bu tez kapsaminda damar i¢ yapist model almarak invitro kosullarda hiicre kiiltiiri
ortaminda endotel (HUVEC)-monosit (THP-1) ikili hiicre kiiltiirii modeli yapilmis ve daha
sonra bu model LPS ile uyarilmistir. Hiicre cevaplar tekli ve ikili kiiltiir ortamlarinda
degerlendirilmistir. Hiicre proliferasyonu hiicre canliliginin degerlendirildigi MTT testi ile

Ol¢iilmiistiir. Sonuclar spektrofotometreden elde edilen optik densite sonuclari olarak
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verilmistir. LPS uygulamasi 24 ve 48. saatlerde daha belirgin olmak {iizere (p<0.001)

HUVEC ve THP-1 hiicre sayilarinda azalmaya neden olmustur. (Sekil 4.1.1)
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Sekil 4.1.1 Zamana ve hiicre sayisina bagli MTT analizi.

4.2. Caspase-3 Testi

Hiicrelerde apoptosise olan etkiler caspase-3 aktivitesinin florimetrik degerlendirilmesiyle
gerceklestirilmistir. Ol¢iim sonuglar1 birim dokuda zamana bagli olarak aktivite degisimi
olarak verilmistir. LPS uygulamasi hiicrelerde 24. saatte belirgin apoptotik aktiviteye
neden olmustur. LPS (p<0.001)uygulamasi her iki hiicre tipinde de belirgin apoptosise
neden olmustur. Endotel hiicreleri monositer hiicrelere goére LPS uygulamasina daha

duyarlidir. (Sekil 4.2.1)
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Sekil 4.2.1. Kaspaz-3 analizi.

Bu ikili kokiiltiir calismasi sayesinde

damar i¢i yapinin enflamatuar siirecten

etkilendiklerini molekiiler diizeyde goriilmiis olundu. Hiicre kiiltiirii ortaminda 6zel bir

membran kullanarak hiicrelerin birbirleri ile etkilesimini temasla saglayarak birbirlerine

karismadan endotel ve THP-1 hiicreler damar i¢i yapinin bir modeli olucak sekilde

yetistirildi. Bu kiiltiir ortaminda yetistirilen hiicrelerde enflamasyon saglamak i¢in Lps ile

uyarildi. Lps ile uyarilan hiicre kiiltiiri 6rnegi ve kontrol grubu olarak kullanilan
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enflamasyon olmayan Kkiiltiirlerden protein eldesi yapildi. Protein miktar tayinlerini
Bradford yontemi ile 6l¢iildii ve her drnekten 200 ug protein olucak sekilde, proteinlerin
pl ayrimini saglamak tizere pH 3-10  striplere yiklenilerek ilk boyut ayrimi
gerceklestirildi. Ikinci boyut ayrimi igcin % 12 lik SDS PAGE yapildi ve PI ayrimu
saglanan orneklerimizi PAGE elektroforez jelinde yiiriitiildii. Yiritiilen lipopolisakkarit
(LPS) ile uyarilan hiicrelerin ve kontrol hiicrelerinin tek tek ve kombine cevaplart ileri
goriintiileme sistemi olan Versadoc 2000 (Bio-rad, USA) cihazi1 kullanilarak incelendi. Iki
boyutlu jel elektroforez analizinde proteinlerin Kkiitlelerini ve jeldeki dagilimlarim
kiyaslaya bilmek i¢in 10kb -200kb’lik protein standarti (Bio-rad USA) kullanildi. Bu tez
kapsaminda endotel hiicreleri ve THP-1 hiicrelerinin LPS ile uyarimi sonucunda degisen
protein noktalar1 (spot) goriinmektedir. Bu calismada 6namli olan Endotel ve THP-1
hiicrelerinin ikili hiicre ko-kiiltiirii calismalarinda LPS uyarimina tekli kiiltiir 6rneklerine

gore daha farkli bir cevap vermesidir.

4.3. Endotel- LPS Endotel 2D-PAGE Analizi

Sekil 4.3.1 (A)Endotel hiicreleri ve (B) 24 saat LPS uygulanan Endotel hiicrelerinin 2D-
PAGE analizi.

Kontrollii olarak endotel hiicrelerinin ve LPS ile uyarilan endotel hiicrelerinin kiiltiirii
yapildi. Hiicre kiiltiiri yapilan bu orneklerden protein izolasyonu yapildi. Proteinleri elde
edilen o6rneklere 2D PAGE analizi yapilarak protein ayrimlar1 saglanildi. (Sekil 4.3.1). Bu
analiz sonucu endotel hiicreleri ile LPS ile uyarilan endotel hiicreleri arasinda protein
farkliliklar1 gozlenildi. Endotel hiicrelerinde yokiken LPS ile uyarilan endotel hiicre
kiiltiirti 6rneklerinde ifadelenen proteinler oldugu goriildii. Versadoc 2000 Pd QUEST 8.0
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programi kullanilarak karsilagtirmali analiz yapildi. Bu analiz sonucu endotel hiicrelerinin

kiiltiiri sonucu 334 protein spotu bulunurken LPS ile muamele edilen endotel hiicrelerinde

424 protein spotu bulundu.( Cizelge 4.3.1)

Cizelge 4.3.1 Endotel hiicreleri ve 24 saat LPS uygulanan Endotel hiicrelerinin kalitatif ve

kantitatif analizi.

KALITATIF ANALIZ KANTITATIF ANALIZ
Endotel Kontrol | Endotel LPS spot | Eglesen 2 kat artan spot sayisi | 2 kat azalan spot sayisi
toplam spot sayisi sayisi spot sayisi
334 424 176 57 36
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Sekil 4.3.1. Endotel hiicreleri ve 24 saat LPS uygulanan Endotel hiicrelerinin 2D-PAGE

analizini yansitan grafik goriintiileri.

4.4. THP-LPS THP 2D-PAGE Analizi
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A B

Sekil 4.4.1 (A) THP-1 hiicreleri ve (B) 24 saat LPS uygulanan THP-1 hiicrelerinin 2D-
PAGE analizi.

Kontrollii olarak endotel hiicrelerinin ve LPS ile uvarilan edilen THP hiicrelerinin kiiltiirti
yapildi. Hiicre kiiltiirii yapilan orneklerden protein izolasyonu yapildi. Proteinleri elde
edilen 6rneklere 2D PAGE analizi yapilarak protein ayrimlari saglandi.( Sekil 4.4.1) Bu
analiz sonucu THP hiicreleri ile LPS ile uyarilan THP hiicreleri arasinda protein
farkliliklar1 gozlenildi. THP hiicrelerinde yokiken LPS ile uyarilan THP hiicre kiiltiirii
orneklerinde ifadelenen proteinler oldugu goriildii. Versadoc 2000 Pd QUEST 8.0

programi kullanilarak karsilagtirmali analiz yapildi.

Cizelge 4.4.1 THP-1 hiicreleri ve 24 saat LPS uygulanan THP-1 hiicrelerinin kalitatif ve

kantitatif analizi.

KALITATIF ANALIZ KANTITATIF ANALIZ

THP-Kontrol toplam | THP-LPS  spot | Eslesen 2 kat artan spot sayisi | 2 kat azalan spot sayisi
spot sayisi sayisi spot sayisi

193 281 87 23 13

Bu analiz sonucu THP hiicrelerinin kiiltiirii sonucu 193 protein spotu bulunurken LPS ile

muamele edilen THP hiicrelerinde 281 protein spotu bulundu.(Cizelge-4.4.1)( Sekil 4.4.2)
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Sekil 4.4.2 THP-1 hiicreleri ve 24 saat LPS uygulanan THP-1 hiicrelerinin 2D-PAGE

analizini gosteren grafik goriintiileri.

4.5. ENDOTEL-THP-1 ve LPS ENDOTEL-THP-1 2D-PAGE Analizi

A B

Sekil 4.5.1. (A) Endotel ve THP-1 hiicreleri ve (B) 24 saat LPS uygulanan Endotel ve
THP-1 hiicrelerinin 2D-PAGE analizi.
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Bir ileri boyut olan ikili kokdiltiir kullanilarak damar i¢ yapisina model olabilecek THP-
Endotel hiicrelerinin ekimi gergeklestirildi. Bu ¢alismada kontrol olarak Endotel —THP-1
hiicrelerinin ve LPS ile uyarilan Endotel —THP-1 hiicrelerinin kiiltlirii yapildi. Hiicre
kiiltiirii yapilan bu 6rneklerden protein izolasyonu yapildi. Proteinleri elde edilen 6rneklere
2D PAGE analizi yapilarak protein ayrimlart saglanildi. (Sekil 4.5.1). Bu analiz sonucu
endotel-THP-1 hiicreleri ile LPS ile uyarilan endotel-THP-1 hiicreleri arasinda protein
farkliliklar1 gozlenildi. Endotel —THP-1 hiicrelerinde yokiken LPS ile uyarilan Endotel —
THP-1 hiicre kiiltiirii 6rneklerinde ifadelenen proteinler oldugu goriildii. Versadoc 2000 Pd
QUEST 8.0 programi kullanilarak karsilastirmali analiz yapildi. Versadoc 2000 Pd QUEST
8.0 programi kullanilarak karsilagtirmali analiz yapildi.( Cizelge 4.5.1.)

Cizelge 4.5.1. Endotel ve Monosit hiicreleri ve 24 saat LPS uygulanan Endotel ve Monosit
hiicrelerinin Kalitatif ve kantitatif analizi.

KALITATIF ANALIZ KANTITATIF ANALIZ

Endotel-THP Endotel-THPLPS 2 kat artan spot sayisi | 2 kat azalan spot sayisi
Eslesen

Kontrol toplam spot | spot sayisi
spot sayisi

sayist

264 339 111 28 25

Bu analiz sonucu Endotel-THP-1 hiicrelerinin kiiltiiri sonucu 264 protein spotu
bulunurken LPS ile uyarilan edilen Endotel-THP-1 hiicrelerinde 339 protein spotu
bulunmustur. (Sekil 4.5.2)

8] 5-% PR ?lfl ] ‘ B e A T PE P L -
B i 0 L7 CHOLLAII-2005 kl

Ol

& Dlken detfoceserteimsges ErET]

AT X Ty X

43




Sekil 4.5.2 Endotel ve Monosit hiicreleri ve 24 saat LPS uygulanan Endotel ve Monosit

hiicrelerinin2D-PAGE analizini gosteren grafik goriintiileri.

5.Tartisma

Giliniimiizde yeni teshis ve tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesinde, kisiye ©zel tedavi
yontemlerinin olusturulmasinda proteomik calismalar Onemli veri kaynaklari olarak
kullanilmaktadir. Klinik proteomiksin temel amaci erken teshis icin biyolojik belirtegler
(biyomarker) bulmak ve tedaviye miidahale edebilmek igin potansiyel hedefler
belirlemektir. Biyolojik belirte¢ iki ya da birden fazla biyolojik durum i¢in (6rnegin;
hastalik durumuna karsi saglikli durum) miktara bagli olarak degisebilen madde veya
molekiil (6rnegin; peptid veya protein) olarak tanimlanabilir. Klinik proteomiksin diger
hedefleri arasinda hastalik yinelenmesinin erken ddénemde saptanmasini saglayacak
biyolojik belirteglerin belirlenmesi ve bunlarin diagnostik goriintiileme ile nasil birlikte
kullanilacaginin anlasilmasi sayilabilir. Bunlara ek olarak klinik proteomiks hastanin
tedaviye beklenen yaniti acisindan kisiye 6zel tedavi yontemlerinin uyarlanmasina

yardimci olabilir.

Biyolojik belirte¢ arastirma calismalarinda; klinik soruyu tanimlama ve kontrol - hasta
gruplarinin se¢imi gibi arastirmanin tasarlanmasi, hasta ve kontrol gruplarinda farkli
ifadelenen proteinleri ve aday belirteclerin belirlenmesi, biyolojik belirte¢ proteinin eldesi,
purifikasyonu ve validasyonu yapilmis biyolojik belirtegler ile kantitatif testlerin
gelistirilmesi gibi bir ¢ok agama bulunmaktadir. Yiiksek verimli ve otomatize proteomik
teknolojilerinin gelismesi, proteomiksin standart klinik uygulamalarda gergeklestirilmesi
zorunlu olan ¢ok sayida klinik 6rnegin es zamanli olarak ¢alisilmasina da imkan

vermektedir.

Klinik sorularin basinda gelen ateroskleroz olusumu enflamatuar vaskiiler hastaliklar
koroner arter hastaliklari, hipertansiyon, diabet ve pek ¢ok vaskiilit patogenezinde yer
almaktadir. Damar duvarinda yer alan endotel hiicreleri ile vaskiiler dolasimda yer alan
herhangi bir stres durumunda aktive olan immun cevabin en 6nemli komponentlerinden

olan monosit ve makrofaj fonksiyonlarinin vaskiiler hiicre yapisiyla etkilesimi son derece

44



onemlidir. Enflamatuar siiregte yer alabilecek yeni molekiiller ve mekanizmalarin
tanimlanmas1 yeni tedavilere oOnciiliik edecektir. Bu calisma kapsaminda atherojenezde
onemli rolii olan inflamatuar hiicre cevabinin ortaya konulmasi amaciyla endotel ve

monosit/makrofajdan (THP) olusan kokiiltiir modeli gelistirilmistir.

Atherosikleroza proteomik acidan baktigimiz bu caligma uluslararas: literatiirde yer
alabilecek verilerin eldesine yoneliktir. Ayrica vaskiiler modelin uygulanmasi molekiiler
degisiklikler yapilarak protein yapimlarma etkisinin incelenmesinin nedeniyle tez
sonucunda sadece atheroskleroz mekanizmalarini aydinlatmaya yonelik molekiilerdeki
degisimlerin belirlenmesi degil ateroskleroz olusumu ileride uygulanmasi planlanan
tedavilerin ~ sonuglarmin  degerlendirilmesinde  kullanilabilecek  parametrelerin

belirlenmesine de katkida bulunacaktir.

Bu calismada LPS ile uyarilan ve ayrica kontrol grubu bulunan endotel (HUVEC) ve
monosit/makrofaj (THP) hiicrelerinden olusan tekli kiltiir ve ikili ko-kiiltiir deney
gruplarindan elde edilen proteinlerin ileri proteomik analiz yontemleri kullanilarak,
hiicrelerinin atherosikleroz sonucundaki inflamasyona cevap olarak verilen protein

paternlerindeki degisimlere bakilmistir.

Atheroskleroza veya herhangi bir hastalik patogenezine klasik yaklagim, mekanizmaya
katilan aday gen ve proteinlerin belirlenerek tani veya tedavi amaciyla kullanimi
yoniindedir. Farkli durumlarda yapilan transkriptomik ve proteomik incelemeler ile farkli
deneysel kosullarda (patofizyolojik ve normal kosular) karsilagtirmalar yapilarak
kandidatif ve kalitatif sonuclara ulagsma yoluna gidilir. Atherosiklerotik siire¢ modelini
invitro ortamda invivo olusturmak amaciyla yapilan endotel (HUVEC) ve
monosit/makrofaj (THP) hiicrelerinden olusan tekli kiiltiir ve ikili ko-kiiltiir analizleri bizi
hedefe yonelik dogru molekiillerin belirlenmesinde ve yeni hedef belirtegler bulmamizda

yardimci olabilecek veriye ulasmamizi saglamustir.

Atherosikleroz sonucu hiicrede olusan inflamasyona verilen cevabi izleyebilmemiz icin
yapmis oldugumuz endotel (HUVEC) ve monosit/makrofa; (THP) hiicrelerinden olusan
tekli kiiltiir ve ikili ko-kiiltiir caligmast ile bu iki hiicrenin temas1 saglanarak, hiicrelerin
sekresyon cevablar1 incelenmistir. Bu incelemenin yapilabilmesi i¢in ko-kiiltiir

caligmasindan alinan Orneklerin ¢oktiiriilerek siipernatanta bulunan sekretiiel madelerin
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analizi yapilmistir. Sektetiiel cevabin incelenebilmesi amaciyla serumsuz besiyerinde
yasayamayan endotel (HUVEC) ve monosit/makrofaj (THP) hiicrelerinden olusan tekli
kiiltiir ve ikili ko-kiiltiir ¢alismasinda serumlu besiyeri kullanilmistir. Serumlu besiyeri
kullaniminin en biiyiik dezavantaji serum proteinlerinin varligr nedeniyle inflamasyon
sonucu hiicrelerden sekrete olan proteinlerin tam olarak incelenememis olmasidir. Ancak
calismamizin dinamik bir hiicre kiiltiirii sisteminde, sekretiiel cevap sonucundaki degisen
proteinlerin tanimlanmasina yonelik olmasi bizim i¢in degismeyen serum proteinlerini géz

ard1 ederek besiyerinin etkisini ortadan kaldirmistir.

Insan deneysel klinik ¢alismalar1 bireysel farkliliklar nedeniyle bazen yaniltic1 sonuglara
gotiirebilmektedir. Tiim organizmanin beraber devreye girdigi hayvan modellerinde de
insana uyumluluk ve sistemi tek tek analiz etmenin biitiinsel sistematige uyarlanamamast
nedeniyle elde edilen veriler tekrarlanabilirlikleri zor ve giivenirlikleri tartigmali hal
almaktadir. Her ne kadar hiicre kiiltiirii modelleri sistemik cevaptan farkli olsa da lokal
diizenlemeler, etkilesimlerin ve doku diizeyinde dogru molekiillerin ve proteinlerin tanimi
acisindan 6nemlidir. Ayrica hiicre modelleri farkli kosullari uygulama ve analiz agisindan
da kolaylik saglamaktadir. Ko-kiiltiir ve hiicre kiiltiirii ¢alismasinda hiicre ¢ogalmasinin
saptanmast i¢in tetrazolium tabanli kolorimetrik  bir yontem olan MTT yontemi
kullanilmigtir. Zamana ve doza baglh olarak cesitli etken maddeler ile inkiibasyona
birakilmis hiicreler MTT ile muamele edilerek formazan kristalleri olusturmasi saglanilmis
ve olusan bu kristaller belli bir ¢oziicii ile c¢ozildiikkten sonra spektrofotometrede
degerlendirilmistir. Hiicrelere deney protokollerine uygun olarak LPS uygulandiktan sonra
24 ve 48. saatlerde MTT uygulanmistir. LPS nin endotel ve monosit hiicre serisindeki
etkileri MTT testi ile de tekli kiiltlir ve ikili kokiiltiir modelinde degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda LPS ile muamele yapilan tekli kiiltiir ve ikili kokiiltiir kontrol
gruplarina gore hiicre ¢ogalmasinda belirgin diistisler goriilmiistiir. 250.000 tizerinde hiicre
sayisina sahip olan THP-1 Ornekleri 48 saat lik LPS uyarim sonucunda hiicre sayisi
250.000’nin altina diiserken endotel hiicrelerinde 48 saatlik LPS ile uyariminda hiicre
sayisint 250.000 seviyesinde korumaktadir. THP hiicreleri LPS uygulamasina endotel
hiicrelerinden daha duyarlidir. Endotel hiicrelerindeki hasar THP hiicreleri ile beraber ko-

kiiltiiri yapildiginda ayni stres kosullarinda THP varliginda artmaktadir.

Damar sisteminde embriyonel ve postnatal donemde diiz kas hiicrelerinde fizyolojik

apoptozis olmaktadir. Gelisme donemi disinda akut arter hasari(balon) ve tamir siirecinde,
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aterosklerotik plaklarda, restenotik lezyonlarda, dejenere safen ven greftlerinde, transplant
vaskiilopatisinde ve anevrizmatik arter duvarinda diiz kas hiicrelerinde apoptozis
gosterilmistir. Bu kapsamda hiicre dizilerinde apoptosisin degerlendirilmesi i¢in endotel ve
monosit/makrofaj(THP) hiicrelerinden olusan tekli ve ikili ko-kiiltiir 6rneklerinin normal
kosullarda ve LPS uygulamasi sonrasinda caspaz-3 diizeyi ol¢iimii yapilmistir. Apoptosis
Ol¢iimleri MTT degerlendirmelerinin yapildig1 gruplarda her grupta 8 li tekrar olmak tizere
ayni diizenleme ile yapilmistir. Kaspaz -3 diizeyleri deney protokollerine uygun olarak
LPS uygulandiktan sonra 2. ve 24. saatlerde degerlendirilmistir. Bu degerlendirme
sonucunda LPS uygulanan hiicre kiiltlirii 6rneklerinde Kaspaz -3 diizeylerinde belirgin

artiglar goriilmiistiir.

Teorik olarak da primer aterosklerotik plak ve restenotik lezyonlarda apoptozis
indiiksiyonu regresyona yol agmaktadir (Gavrieli Y 1992). Ancak, artis apoptozis plak
stabilizasyonunu bozmaktadir. Apoptozis ile plak icindeki diiz kas hiicreleri sayica
azalmakta, kollagen sentezi diismekte ve sonucta fibréz kapsiilii incelmis olan plak,
stabilitesini kaybetmektedir. Yiiksek kolesterolle beslenerek deneysel ateroskleroz
gelistirilen tavsanlarda erken donem yag olusum lezyonlarinda (“fatty streak”) morfolojik
olarak lezyon gelismeden 6nce apoptozisin bagladig1 ve ateroskerotik plaga dogru ilerleme
sirasinda diiz kas hiicrelerinde apoptozisin giderek arttigi saptanmstir. Ancak burada da
artmis apoptozisin patolojik silirecin bir nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu
bilinmemektedir (Hoebe,K 2003). Damar sisteminin diger bir énemli hiicresi olan endotel
hiicrelerinde inflamasyon sonucu apoptotik 6liime yol agmaktadir. Tez kapsaminda
yaptigimiz kaspaz-3 degerlendirmesinde LPS uygulamasi hiicrelerde 24. saatte belirgin
apoptotik aktiviteye neden olmustur. LPS (p<0.001)uygulamas: her iki hiicre tipinde de
belirgin apoptosise neden olmustur. Endotel hiicreleri monositer hiicrelere gore LPS

uygulamasina daha duyarhdir. (Sekil 4.2.1)

Normal kosullarda ve LPS ile uyarim sonrasinda damar i¢ yapisinda bulunan endotel
hiicrelerinin ileri proteomik analizleri yapildi. Bu analiz sonucu endotel hiicrelerinin
kiiltiiri sonucu 334 protein bulunurken LPS ile muamele edilen endotel hiicrelerinde 424
protein bulunmustur. Bu analiz sonucunda 176 proteinin LPS ile uyarilma sonucunda

olusan inflamasyona verilen hiicresel cevabi olusturmaktadir.
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Bu deney grubunu takiben olusturdugumuz normal kosullarda ve LPS uygulamasi
sonrasinda damar i¢ yapisinda bulunan monosit hiicrelerinin ileri proteomik analizleri
yapildi. Monosit/makrofaj (THP) hiicreleri ve hiicre kiiltiriinde LPS ile uyarilan
monosit/makrofaj (THP) hiicrelerinin ileri proteomik analizleri yapildi. Bu analiz
sonucunda THP hiicrelerinde yokken LPS ile muamele edilen hiicre kiiltiirii 6rneklerinde
ifadelenen proteinlerin oldugu ve ayni zamanda var olan bazi proteinlerin ifadelerinde
degisiklik oldugu goriilmektedir. Bu analiz sonucu THP hiicrelerinin kiiltiirii sonucu 193
protein bulunurken LPS ile muamele edilen THP hiicrelerinde 281 protein spotu

bulunmustur. Eslesmeyen 88 proteinin inflamasyon sonrasi ifadelenmektedir.

Calismamiza dahil ettigimiz bir ileri boyut olan ikili kokiiltiir kullanilarak damar ig
yapisina model olabilecek THP-Endotel hiicrelerinin ekimi gergeklestirildi. Bu ¢aligmada
kontrol olarak Endotel —THP-1 hiicrelerinin ve LPS ile muamele edilen Endotel —-THP-1
hiicrelerinin kiiltiiri 6rneklerinin de ileri proteomik analizleri yapildi. Bu analiz sonucunda
THP-Endotel hiicrelerinde yokiken LPS ile muamele edilen hiicre kiiltiirii 6rneklerinde
ifadelenen proteinlerin oldugu ve ayni zamanda var olan bazi proteinlerin ifadelerinde
degisiklik oldugu goriiliildii. Bu analiz sonucu THP-Endotel hiicrelerinin kiiltiirii sonucu
264 protein bulunurken LPS ile muamele edilen THP hiicrelerinde 339 protein
bulunmustur. Eslesmeyen 75 proteinin inflamasyon sonucunda hiicreden salinan bir cevap
niteliginde oldugunu diisiindiirmektedir. Inflamasyondan sorumlu oldugu diisiiniilen
proteinlerin ilerideki bir ¢aligmada kimliklendirilmesi sonucunda, damar yapisinda olusan
ve suan i¢in erken teshisi miimkiin olmayan aterosikleroz sonucu meydana gelen
inflamasyona kars1 hiicrelerin verdigi proteomik cevabin incelenerek aterosikleroz

olusumunun erken sathalarinda anlagilmasi1 saglanilanicaktir.
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