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RESVERATROL’UN HiPOKSIi-REOKSIJENASYON iLE iNDUKLENEN IN VITRO
ENDOTEL HUCRESI HASARINA ETKISINIiN ve Nrf2’NiN OLASI ROLUNUN
ARASTIRILMASI

Nur ARSLAN, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
35340, Inciralt1, Izmir

OZET
Giris ve amag: Merkezi sinir sisteminin iskemik hastaliklarinda parankimde oldugu gibi
endotel hiicresinde de ¢ok sayida biyokimyasal ve fonksiyonel degisiklikler ortaya ¢ikar. Bu
arastirmanin temel amaci, resveratroliin insan serebral mikrovaskiiler endotel (HCMVE)
hiicrelerini in vitro ortamda oksidatif hasara karsi koruyup korumadigimi incelemek ve
resveratrol endotel hiicrelerini koruyorsa, bu etkinin Nrf2 (Nuclear transcription factor
erythroid 2p45-related factor 2) yolu ile mi oldugunu arastirmaktir. Arastirmada denenen ve
kullanilan iskemi reperfiizyonun in vitro modeli, oksijen glukoz deprivasyonu ve

reoksijenasyon + ortama glukoz eklenmesi (OGD + RGE) uygulamasidir.

Gere¢ ve yontem: HCMVE hiicrelerine OGD (6 saat) + RGE (15, 60 dakika ve 24 saat)
uygulamasi yapildi ve bu siireler sonunda reaktif oksijen tiirleri APF (3’- (p-aminofenil)
floresin) ve HPF (3’- (p-hidroksifenil) floresin) floresan problari ile degerlendirildi.
Resveratroliin reaktif oksijen tiirleri olusumu iizerine etkilerini arastirmak iizere hiicrelere
farkli dozlarda resveratrol (0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM) ile 1 saat pre-inkubasyon uygulandi.
Resveratroliin Nrf2 aktivasyonu iizerine olan etkisini degerlendirmek i¢in hiicreler 10 uM

resveratrol ile 1, 3, 6, 9 ve 24 saat siirelerle inkube edildi.

Bulgular: HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygulamasini izleyen RGE’nin 60. dakikasinda
APF ve HPF problariyla ayr1 ayr1 dl¢limlenen reaktif oksijen tiirlerinin anlamli olarak arttig1
gozlendi (sirasiyla p degerleri: 0.004 ve 0.016). Resveraroliin kullanilan tiim dozlarinin 6 saat
OGD uygulamasini izleyen RGE’nin 60. dakikasinda reaktif oksijen tiirleri tiretimini anlamli
olarak azalttigi saptandi (p: 0.004). Ayrica, resveratrolin HCMVE hiicrelerinde birinci saatte
sitoplazmada Nrf2 ekspresyonunu artirdigi, 3. saatten itibaren bandin azalarak 9. saatten

itibaren kayboldugu saptandi.



Sonuclar: Bu calismada OGD + RGE uygulanan HCMVE hiicrelerinde resveratroliin,
incelenen kosullarda, reaktif oksijen tiirleri olusumunu azalttigi saptanmistir. Ayrica,
resveratrolin HCMVE hiicrelerinde Nrf2 protein ekspresyonunu da, incelenen kosullarda

artirdigy, literatiirde ilk kez gosterilmistir.

Anahtar sozciikler: Oksijen glukoz deprivasyonu, insan serebral mikrovaskiiler endotel

hiicresi, reaktif oksijen tiirleri, Nrf2, resveratrol



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF RESVERATROL ON IN VITRO
ENDOTHELIAL CELL INJURY INDUCED BY HYPOXIA AND REOXYGENATION
AND OF THE POSSIBLE ROLE OF Nrf2

Nur ARSLAN
Dokuz Eyliil University, Health Sciences Institute, 35340, Inciralt1, Izmir

SUMMARY

Introduction and aim of study: The ischemic diseases of the central nervous system witness
several biochemical and functional changes in the endothelial cells as well as in the
parenchyma. The aim of this investigation is to investigate whether resveratrol protects human
cerebral microvascular endothelial cells (HCMVE) against oxidative injury exerted by an in
vitro model of ischemia-reperfusion: “oxygen- glucose deprivation (OGD) and reoxygenation
+ glucose supplementation (RGS)” and in case of positivity, to study further if this effect is

mediated by Nrf2 (Nuclear transcription factor erythroid 2p45-related factor 2)

Materials and methods: HCMVE cells were submitted to OGD (6 hours) + RGS (15, 60 min
and 24 hr) and at the end of the incubation periods, the reactive oxygen species were assessed
using the fluorescent probes, APF (3’- (p-aminophenyl) florescein) and HPF (3’- (p-
hydroxyphenyl) florescein). The effects of resveratrol on the formation of reactive oxygen
species were investigated by pre-incubation for one hour with different doses of resveratrol
(0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM). In order to assess the effect of resveratrol on Nrf2 activation, cells

were incubated for different periods (1, 3, 6, 9, and 24 hours) with 10 uM resveratrol.

Results: The analysis with APF and HPF probes showed statistically significant increases in
the 60-min RGE (p= 0.004 and 0.016, respectively), following the 6-hour OGD application to
the HCMVE cells. At the 60™ minute of RGS following 6-hour OGD, resveratrol significantly
decreased (p: 0.004), the production or reactive oxygen species, at all doses applied. In
addition, resveratrol increased, at 60 minutes, the Nrf2 expression- the Nrf2 band attenuated

starting with the 3" hour, while completely disappearing at the 9™ hour.



Conclusions: This study showed that resveratrol decreases the production of reactive oxygen
species in the HCMVE cells submitted to OGD + RGS, under the condition studied. In
addition, it has been shown for the first time that resveratrol increases the expression of Nrf2

protein, in the HCMVE cells, under these conditions.

Key words: Oxygen-glucose deprivation, human cerebral microvascular endothelial cells,

reactive oxygen species, Nrf2, resveratrol



1. GIRiS VE AMAC

Iskemik dokunun reperfiizyonu, damar endotelinde ve hedef organ parankiminde hasar
olusturan enflamatuvar bir yanita yol a¢gmakta ve hipoksik hasari siddetlendirmektedir.
Iskemi-reperfiizyon (I-R) siirecindeki doku hasar1 birkag mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir.
ATP iiretiminin azalmasi sonucu Na'/K" ATPaz pompasinin ¢alismamasi, NADPH oksidaz
aktivitesindaki artig ile reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species-ROS) {iretiminin
artmasi, mitokondriyal par¢alanma sonucu kaspaz gibi proapoptotik proteinlerin aktivasyonu,
hasarl1 bolgeye gelen noétrofillerdeki miyeloperoksidaz aktivitesi ile ROS iiretiminin daha da
artmasi —tiim bu olaylar- bu bolgede DNA, lipid ve protein hasar1 yaparak nekrotik veya
apoptotik hiicre 6liimiine neden olur (1,2).

Fizyolojik kosullarda ROS ve antioksidan sistem arasinda bir denge bulunmaktadir.
Hiicrelerimizde bulunan bazi biiylime faktorleri, hormonlar ve ndrotransmitterler ROS’u
ikinci mesajci olarak kullanirlar. Buna karsin, ROS’un fazla tiretimi bu dengeyi bozar ve bu
durum oksidatif stres olarak adlandirilir. Hiicrelerimiz ve dokularimiz oksidatif strese maruz
kaldiginda ilk asamada kendi antioksidan gii¢lerini devreye sokar. Antioksidan sistem,
enzimatik antioksidanlar (superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz) ve enzimatik
olmayan antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, glutatyon, karotenoidler, flavonoidler) olarak
iki gruba ayrilir.

Resveratrol, stilben fitoaleksin ailesine ait olan ve dogada bulunan az sayida bitkinin
kendisini zararl ¢evre sartlarina karsi korumak i¢in iirettigi polifenolik bir bilesiktir. Son on
yilda hakkinda en fazla arastirma yapilan antioksidan molekiildiir. Resveratroliin antikanser,
kardiyoprotektif, anti-enflamatuvar, antioksidan ve sitoprotektif etkileri bulunmakta ve bu
etkilerini ¢ok sayida sinyal ileti yolunu aktive ederek gerceklestirmektedir (3). Resveratrol,
antioksidan ve sitoprotektif etkilerinin bir kismimi Nrf2’yi (Nuclear transcription factor
erythroid 2p45 (NF-E2)-related factor 2) aktive ederek gostermektedir. Nrf2, hiicrenin
oksidatif strese adaptif yanitinda merkezi rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir.

Resveratroliin I-R (in vivo) ve hipoksi-reoksijenasyon (H-R) (in vitro) hasarinda hiicre
koruyucu etkisi pek cok hiicrede gosterilmistir. Ayrica farkli hasar modellerinde ve pek ¢ok
farkli hiicre hattinda (PC12 hiicreleri, akciger epitel hiicreleri, astrositler, hepatositler,
keratinositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, koroner arter endotel hiicreleri) RSV’nin Nrf2’yi
aktive ettigi de saptanmustir (4-10). Resveratroliin I-R hasarinda Nrf2 {izerine etkisi in vivo

yapilan bir ¢alismada arastirilmistir. Bu ¢alisma da ratlarda yapilmis ve RSV verilmesinin



enfarkt bolgesini azalttigi; ayrica, kortikal doku homojenatt 6rneklerinde MDA diizeyini
azalttigl, SOD aktivitesini artirdigi, Nrf2 ve HO-1 mRNA ve protein ekspresyonlarini artirdigi
gosterilmistir (11). Ancak, RSV’nin I-R veya H-R modellerinde endotel hiicresinde Nrf2
aktivasyonu yaptigina dair bir arastirma bulunmamaktadir.

Bu arastirmanin temel amaci, serebral mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde H-R hasar1
olusturmak ve RSV’iin endotel hiicrelerini H-R hasarina karst koruyup korumadigini
incelemek; RSV endotel hiicrelerini koruyorsa, bu etkinin Nrf2 yolu ile mi oldugunu
arastirmaktir. Bu amagla dnce H-R hasar1 olusturulacaktir. Ortamin hipoksik kaldiginin hiicre
diizeyinde gosterilmesi amaciyla HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) protein ekspresyonu
diizeyi Olgiilecektir. H-R hasarinin  hiicreler iizerindeki etkisi ROS 6l¢iimi ile
degerlendirilecek, ayrica farkli dozlarda uygulanan RSV’nin ROS olusumunu azaltip
azaltmadig arastirilacaktir. Daha sonra RSV’nin Nrf2 ekspresyonu iizerine olan etkisi de
degerlendirilecektir.

Antioksidan etkileri cesitli hiicrelerde ve sistemlerde gosterilmis resveratroliin serebral
mikrovaskiiler endotel hiicre hasarim1  Onlemede de olumlu etkileri olabilecegi
distiniilmektedir. Arastirmanin hipotezi, “in vitro insan serebral mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinde olusturulan H-R hasar modelinde, RSV hiicreleri ROS diizeyini azaltarak ve
Nrf2 ekspresyonunu arttirarak oksidatif strese karst korumaktadir” seklinde formiile
edilmistir. Bu arastirmadan elde edilecek olan verilerin oksidatif stres durumunda endoteli
koruyacak tedavi stratejilerinin gelistirilmesine 11k tutacagi ongoriilmektedir. Serebral I-R
hasarmi 6nlemede olumlu etkilerinin saptanmas1 durumunda 6zellikle yiiksek riskli hastalarda

RSV kullaniminin s6z konusu olabilecegi diisiiniilmektedir (12).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iskemi-Reperfiizyon Hasar1:

Iskemik dokunun reperfiizyonu, damar endotelinde ve hedef organ parankiminde hasar
olusturan enflamatuvar bir yanita yol agmaktadir. Dokunun reperfiizyonunun saglanmasi
sonucunda hipoksik hasar siddetlenmektedir. Hasarli dokuya go¢ eden enflamatuvar
hiicrelerin reperfiizyon hasarina katilmalarinin yani sira, reaktif oksijen ya da nitrojen
tirtinlerinin olusumuyla da reperfiizyon hasar1 olugsmaktadir.

Iskemi sirasinda goriilen hiicre 6liimii pek ¢ok hiicresel ve molekiiler mekanizmalar
yoluyla olur. Ornegin inme (stroke) esnasinda beyin dokusu iskemisinin ilk birkag
dakikasinda oksidatif metabolizmanin ¢alismamasi nedeniyle ATP {iretimi azalir. Bu durumda
Na'/K* ATPaz pompasi ¢alismaz ve hiicre membraninda depolarizasyon ortaya ¢ikar. Voltaj-
kapili kalsiyum kanallar1 aktive olur, hiicre i¢ine kalsiyum girisi saglanir. Beyin hiicrelerine
eksitator aminoasit olan glutamat salinir. Glutamat artig1 kalsiyum girigini daha da artirir.
Birkag saat i¢inde fosfolipaz, proteaz ve endonukleaz gibi diger enzimler de aktive olurlar
(1,13). Bu arada NADPH oksidaz aktivitesi ile reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species-
ROS) iiretimi artar. ROS artigini, mitokondriyal disfonksiyon ve parcalanma ve kaspaz gibi
proapoptotik proteinlerin aktivasyonu izler. Iskemik dokuda artan ROS nedeniyle, buraya
gelen notrofiller de miyeloperoksidaz aktivitesi ile ROS artigina katkida bulunurlar (2). Sonug
olarak, birka¢ giin veya hafta sonra apoptotik hiicre oliimii gergeklesir. Bu etkilerine ek
olarak, ROS artig1 hiicrelerde DNA, lipid ve protein hasar1 yapar. DNA ve hiicre membran
hasar1 nekrotik hiicre 6liimii ile sonuglanir (1,13). Superoksit dismutaz 2 (Mn-SOD), iskemi
stirecinde hiicreyi ROS hasarindan koruyan en 6nemli savunma enzimidir. Bu enzim, STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3) adi verilen bir transkripsiyon faktorii
tarafindan indiiklenir. Iskemi sirasinda STAT3 aktivitesinin azalmasi, Mn-SOD savunmasini
zayiflatir ve hiicre hasar1 derinlesir (14).

Iskemi reperfiizyon (I-R) hasarinda hedef organ parankim hiicrelerinin etkilenmesi
doku hasarmi olusturmakla birlikte, endotel fonksiyon bozuklugu ya da hasar1 da siirece
katilarak doku hasarmma olumsuz katkida bulunmaktadir. Bu nedenle, doku homeostazinin
stirdiiriilmesinde vaskiiler ve parankimal elemanlarin siki iligkisinin rolii oldugu ve I-R
hasarinin tedavi yaklasimlarinda vaskiiler elemanlarin da hedef alinmasi gerektigi

distiniilmektedir.



2.2. “Hypoxia Inducible Factor-1la” (HIF-1a)

2.2.1. Hipoksi ve uyardig sinyal yolaklar::

Hipoksik kosullarda viicutta iki ana sinyalizasyon sistemi devreye girer: AMPK (AMP
activated protein kinase) ve HIF “hypoxia-inducible factor” (Hipoksi ile indiiklenebilir faktor)
yolaklar1 (15). Hiicre i¢i ATP diizeyi distiigiinde AMPK yolagi aktive olur, katabolik
siirecleri hizlandirirken anabolik siirecleri inhibe eder. HIF ise tiim memeli hiicrelerinde
hipoksiye hiicresel yanitta anahtar rol oynar (16).

HIF-1 memeli hiicrelerinde ilk kez eritropoetin (EPO) diizenleyicisi olarak identifiye
edilmistir. Kanda oksijen konsantrasyonu azaldiginda bobregin interstisyel fibroblastlarindan
hizla EPO salinir, bdylece eritrosit yapimi artar ve kan yoluyla daha fazla oksijen taginir. EPO
tiretimini artiran ¢ok sayida faktdr olmakla beraber, sadece hipoksi durumunda EPO genine
baglanan protein 1992 yilinda Semenza ve Wang tarafindan tanimlanmis olan HIF-1dir (17).

Normoksi kosullarinda HIF-1a, HIF-1B ile dimer olusturarak sitoplazmada bulunur.
Hipoksi gelistiginde ise, nukleusa girer ve 100’{in iizerinde gen igeren bir bolge olan hipoksi
yanit elemani “hypoxia response element” (HRE) bolgesine baglanir (Tablo 1) (18). Bu genler
hem fizyolojik hem de patolojik siireglerde kritik rol oynarlar. HIF-1a yasam igin gerekli bir
proteindir. Yapilan calismalarda HIF-1a” fare embriyolarmin gelismelerinin gestasyonun
ortasinda durakladigi, kardiyovaskiiler defektler ve eritropoezisin azalmasi sonucu oldiikleri
saptanmustir (19,20). Bu bulgular dolasim sistemini olusturan her {i¢ komponentin de

gelisiminin HIF-1 molekiiliine bagimli oldugunu kanitlamaktadir (21).

Tablo 1. “Hypoxia inducible factor” (HIF) hedef genleri (18).

Sistem Hedef gen
Eritrosit iiretimi Eritropoetin
Demir metabolizmasi Transferin, transferin reseptort, seruloplazmin

Kan damarlarimin olusumu ve | Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii (VEGF), adrenomedullin,

dinamik diizenlenmesi endotelin-1, nitrik oksit sentaz-2, heme oksijenaz 1

Glukoz ve enerji metabolizmasi Glukoz transporter 1, 3, hekzokinaz 1, 2, fosfofruktokinaz,
aldolaz A, C, gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz, fosfogliserat kinaz 1,
piruvat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1), laktat dehidrogenaz (LDH)

Hiicre proliferasyonu, Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayici protein 1 ve 3

diferansiasyonu ve yasayabilirligi | Transforming bityiime faktori B3, p21, Nip3, cyclin G2

pH diizenlenmesi Karbonik anhidraz 9 ve 12




2.2.2. HIF yapist:

HIF iki komponentten olusan heterodimerik bir proteindir (Sekil 1) (22). Her bir HIF
molekiilli yapisal bir subiinit olan HIF-1f ve her ikisi de hipoksi ile indiiklenen HIF-1o veya
HIF-20’dan birisini igerir. HIF-1B subiiniti oksijene duyarl degildir, transkripsiyonda bagka
rolleri bulunmaktadir. Buna karsin HIF-a subiinitleri yiiksek oranda hipoksi ile indiiklenirler
(Sekil 1). HIF-1 o’nin “Oxygen-Dependent Degradation Domain”i (oksijen bagimli yikilim
bolgesi-ODDD) proteinin stabilitesini saglar. Bunu da prolin 402 ve 564’n ‘“Prolyl
Hydroxylase Domain (PHD)” ile hidroksilasyonuyla ve lizin 532’nin “ARrest Defective-1
protein (ARD1)” ile asetilasyonuyla gerceklestirir. ARD1 proteini “von Hippel-Lindau (VHL)
E3 ligaz” kompleksine baglanir ve ubikitinasyona ugrar. o subiiniti iki transaktivasyon
domaini igerir. Bunlar C-terminal domaini (C-TAD) ve N-terminal domaini (N-TAD)’dir.
subiiniti ise sadece bir TAD igerir. CBP/p300°i de igeren ¢ok sayida ko-aktivator, proteinin
C-TAD bolgesine baglanarak transaktivasyonunu saglar. HIF-1 o fosforillenir ve
transkripsiyonel aktivitesi artar. HIF-1 a’nin transkripsiyonel aktivitesi, C-TAD kisminda
bulunan asparagin 800 bolgesini “Factor Inhibiting HIF-1 (FIH-1)"’nin hidroksillemesi ile
negatif olarak diizenlenir. Bu durumda ko-aktivator CBP/p300’iin baglanmasi1 engellenmis
olur. Sistein 800’tin S-nitrozillenmesi CBP/p300 ile interaksiyonu artirir ve transaktivasyonu
uyarir. Her iki subiinitin de transkripsiyonel aktivitesi SUMOliyasyon (small ubiquitin like

modifier ile baglanma) ile negatif olarak diizenlenir.

PHD ARD-1 PHD FIH-1
hidroksilasyonu  asetilasyonu  hidroksilasyonu hidroksilasyonu
/
P402 K532 P564 N803
bHLH ODDD N- C-
PAS TAD TAD
K391 K477 K532 CSOO

<4——  DNA baglanmasi/ —— <4———— Aktivasyon / yikim
dimerizasyon

v

Sekil 1. HIF-1a yapisi.



2.2.3. Oksijen konsantrasyonu ve HIF:
Hipoksik kosullar olmasa bile hiicreler siirekli HIF-a proteinini sentezler ve yikima

ugratirlar (21) (Sekil 2).

A B
E3 ligaz
 VHL
\
N 0, OIH
PH| Pro % ] Ubikitin
: — HIFlo —f
Ubikitin hedef
HIF-1a \ Ubikitin
. Y Asn 38

c%'?))%

®d

Sekil 2. HIF-1a’nin aktivasyonu ve inhibisyonu. Ortamda yeterli miktarda oksijen bulundugunda
(resim A) “prolyl hydroxylase domain 2” (PHDZ2), HIF-1a nin prolin rezidiisiini hidroksillemek i¢in (pro-OH)
oksijen kullanir. von Hippel-Lindau (VHL) proteini, tizerinde pro-OH tagiyan HIF-1a’ya baglanir ve ubikitin
E3 ligazi da buraya c¢eker ve proteazomal yikima ugrar. “Factor inhibiting HIF-1” (FIH-1) de ortamdaki
oksijeni kullanarak HIF-1a’y1 asparagin rezidiisiinden hidroksiller (Asn-OH). Asn-OH igeren HIF-1a’ya
koaktivatdr protein p300 baglanamaz. Bu sekilde HIF-1a’nin gen transkripsiyonunu aktive etmesinin oniine
gecilmis olur. Hipoksik kosullarda (resim B) Pro ve Asn rezidiilerinin hidroksillenmesi inhibe olur. Bu
durumda HIF-1a birikmeye baglar, HIF-1B ile dimerize olur, p300’ii de baglar ve bu ti¢lii yapt “hypoxia
response element” (HRE)’e baglanir. Bu baglanma, RNA polimeraz II'nin ¢ok sayida hedef genin
transkripsiyonunu aktive etmesi ile sonuglanir. Bu genler arasinda eritrosit tretimini saglayan EPO; kan
damarlarinin  olusumunu saglayan VEGF; piruvatin asetil CoA’ya doniisiimiinii ve boylece oksidatif

metabolizmayi inhibe eden PDK1 ve glikolitik metabolizmay: devam ettiren LDH da bulunmaktadir (21).

HIF-1 o, normoksi durumunda (%21 oksijen) hizla degrade olurken, ortamdaki
oksijen konsantrasyonu %5’e distiigiinde yikimi yavaslar (23,24) (Sekil 2). Bu nedenle HIF
Olglimii in vitro g¢alismalarda hipoksik kosullarin saglandiginin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Calisgmamizda da ortamin hipoksik kaldiginin hiicre diizeyinde gosterilmesi

amaciyla HIF-1a protein ekspresyonu diizeyi 6l¢iilmiistiir.
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2.3. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive oxygen species: ROS)

2.3.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Viicut, ka¢inilmaz olarak siirekli toksik kimyasallar, serbest radikaller, karsinogenler
ve ksenobiyotik metabolitleri de iceren ¢ok sayida gevresel etkene maruz kalmaktadir. Bu
etkenler, kanser, diyabet, ateroskleroz, Alzheimer hastaligi ve kronik artrit gibi pek c¢ok
kronik dejeneratif hastaligin patogenezinde rol oynamaktadirlar.

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler orbitallerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron igeren molekiiller veya molekiil pargalar1 olarak tanimlanirlar (25). Bu
eslesmemis elektron veya elektronlarin varligi serbest radikallere 6nemli derecede reaktivite
kazandirir. Serbest radikaller, serbest oksijen radikalleri ve serbest nitrojen radikalleri olarak
ikiye ayrilabilir. Oksijenden tiireyen radikaller (ROS) canli sistemler tarafindan olusturulan en
onemli radikal tiirleridir ve molekiiler oksijenin indirgenmesinden kaynaklanan fazlaca
biyoaktif, kisa omiirlii molekiilleri igerir. Molekiiler oksijen (dioksijen) 6zel bir elektronik
konfigiirasyona sahiptir ve kendisi de bir radikaldir. Dioksijene bir elektron eklenmesiyle
superoksit anyon radikali (O,+—) olusur (26) (Sekil 3). Reaktif oksijen tiirleri aerobik
metabolizmanin son iriinleridir ve superoksidin baslica olusum yeri, hiicre mitokondrisinde
elektron transportu sirasinda meydana gelen sizmalardir. Bunun disinda, memeli hiicrelerinde
ROS’un diger enzimatik kaynaklari; arasidonik asiti metabolize eden lipooksijenaz ve
siklooksijenaz enzimleri, sitokrom P450, ksantin oksidaz, NADPH oksidazlar, eslesmemis
nitrik oksit sentaz, peroksidazlar ve diger hemoproteinlerdir. Elektron transport zincirindeki
elektronlarin %1-3’1, oksijenle birleserek su olusturmak yerine sizarak superoksit meydana
getirmektedir. Bu sizma o6zellikle kompleks I ve III yoluyla olmaktadir. Superoksit anyonu
metabolik islemler sonucu ya da fiziksel radyasyon sonucu olusabilir ve “primer ROS” olarak
adlandirilir. “Primer ROS”, direkt olarak veya enzim / metallerle katalizlenen reaksiyonlarla
diger molekiillerle etkilesime geger ve “sekonder ROS” molekiillerini olusturur (27) (Sekil 3).

Normal kosullar altinda stiperoksit molekiilii spontan olarak ya da siiperoksit dismutaz
enziminin katalizi ile H,O,’e¢ doniismektedir. Peroksizomlar H,O, birikimini 6nlemek ve
yikimini artirmak i¢in katalaz enzimi igerirler. H,O,’in eslesmemis elektronu olmadigi icin
aslinda bir radikal degildir. Ancak, ortamda agir metallerin bulunmasi durumunda, O,
radikali ve H,0,, Fe gibi metallerle reaksiyona girerek hidroksil radikalini (*OH) olusturur.
Hidroksil radikali hidroksit iyonunun noétral formudur, yiiksek reaktiviteye sahiptir ve son

derece kisa bir yar1 dmrii vardir. Hidroksil radikalinin en 6nemli kaynag: in vivo kosullarda
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gerceklesen Fenton reaksiyonudur. Reaksiyon kimyasal olarak gecis metaline (6rnegin; Fe®")
bagimli, hidrojen peroksidin dekompozisyonudur (Fe®* +H,0,—Fe®" + «OH+OH-) (Sekil 3).
Bagka bir reaktif oksijen radikali, canli sistemlerde de olusabilen peroksil radikalidir
(ROOQOe). Hidroperoksil (perhidroksil, HOO¢) superoksidin protonlanmis halidir ve yag asidi
peroksidasyonunu baslatabilir. Hiicre membraninda bulunan poliansature yag asitlerinin

perokside olmas1 membran fonksiyonlarini ve sinyal iletimini bozar.

Mitokondri
Ksantin oksidaz
NAD(PH) oksidaz SOD
0O, /\: Oyo— ——» H202
Hipoksantin /—\ Ksantin lFenton reaksiyonu

Ksantin  Urik asit «OH —————— DNA
l f LH hasar1
I.[‘ ”

LOOse, LO*

Lipid peroksidasyon siireci

Sekil 3. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (27).

2.3.2. Reaktif oksijen tiirleri: etkiledigi sinyal yolaklar: ve hastaliklarla iliskisi

Fizyolojik kosullarda “ROS” ve “antioksidan sistem” arasinda bir denge
bulunmaktadir. Hiicrede bulunan bazi biiylime faktorleri, hormonlar ve nérotransmitterler
ROS’u ikinci mesajc1 olarak kullanirlar. Ancak ROS’un fazla iiretimi (kimyasallar, UV,
iyonize radyasyon, bakteri-virus enfeksiyonlar1) viicudun dengesini bozar; hiicresel
proteinlere ve lipidlere zarar verebilir ve DNA’da eklentiler olusturarak karsinojenik
aktiviteyi baglatabilir (28). Sadece ROS degil, ortaya ¢ikan okside lipid {irlinleri de
(malondialdehid [MDA] ve 4-hidroksinonenal) protein ve DNA hasar1 yapar. Bu durum
“oksidatif stres” olarak adlandirilir (26).

Yaslanma ve norodejeneratif hastahiklar: Yaslanma siirecinde oksidatif stresin
onemli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Mitokondri, hiicrenin yasamasi ve 6lmesinde anahtar

rol oynar. Hiicrede biriken ROS, mitokondri hasarmma ve fonksiyon gdstermeyen
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mitokondrilerin yigilmasina neden olur. Normalde viicut bu hasarli mitokondrileri “mitofaji”
ad1 verilen otofajik bir yikim siireciyle ortadan kaldirir. Bu sekilde saglikli mitokondriler
belirli bir sayida tutulur. Ancak yasla beraber mitofaji azalir (29). “Ubikitin-ligaz Parkin”
mitofajiyi uyaran bir proteindir, yasla beraber azalmasi Parkinson hastalifina yol agan
mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektdir. Oksidatif stres kaslarda da otofajiyi uyarir ve
kas atrofisi ile giden amiyotrofik lateral sklerozun (AML) patogenezinde oksidatif stresin soz
konusu oldugu diistiniilmektedir.

Yagla beraber azalan mitofaji nedeniyle biriken hasarli mitokondrilere ek olarak
hasarlanmis sitoplazmik komponentlerin de ortadan kaldirilmasi gerekir. Bu siiregte de ROS,
mitokondri membranindaki “permeability transition pore (PTP)” larinin acilmasina,
mitokondri igindeki sitokrom c’nin digar1 sizmasina buna bagli olarak da apoptoz yoluyla
hiicre 6liimiine neden olur (30).

Diyabet: Yapilan hayvan ve insan ¢alismalarinda ROS artis1 ile insiilin direncinin
iliskili oldugu saptanmistir (31). Aslinda insiilinin hiicre yiizey reseptoriine baglanmasi ile
H,0; iiretiminde artis olur ve insiilin salgilanmasinin devami i¢in milimolar diizeyde ROS
gereklidir. Ancak, yiiksek glukoz seviyeleri mitokondride yapisal degisikliklere neden olur ve
mitokondriden H,O; salinimi artirir (32,33). ROS artis1 da diyabet patogenezinde rol oynayan
nukleer faktor kappa B (NF xB) ve aktivatér protein 1 (AP-1)’i uyarir. Bu durumda,
proinflamatuvar sitokinlerin salinmasina ek olarak NF kB, serin/treonin kinazlari uyararak
fosforilasyon yolu ile insiilin reseptorlerini etkiler ve insiilin sinyal yolagini bloke eder (34).

Kanser: Oksidatif stres ve DNA mutayonu karsinogeneziste kritik bir basamaktir ve
pek cok kanser tiiriinde oksidatif DNA {iriinlerinin artti§1 gosterilmistir (26). Insanlarda demir
ile indiikklenmis oksidatif stresin kolorektal kanserin temel belirleyicisi oldugu
diistiniilmektedir. Alkol, yanlis beslenme, stres, UV 1sinlarina maruz kalma, obesite ve
enfeksiyonlar ile hiicrelerimizde artan ROS, TNF-a’y1 uyarir. TNF-a,, NF kB’nin en giiglii
aktivatoriidiir (35). NF kB’nin uyarilmasi, 500’den fazla genin aktive olmasina, enflamatuvar
sitokinlerin iiretilmesi ve salinmasina neden olur. Kisa vadede enflamatuvar yanita yol agcan
bu siireg, yillar icinde organ hasar1 ve karsinogenez gibi kronik hastaliklarla sonuglanir
(36,37). c-Myc, K-Ras ve Wnt sinyal yolaklart aracili malign doniisim siirecinde de ROS
artisginin ~ etkisi  oldugu saptanmistir (38-40). ROS, ICAM-1 dretimini ve matriks

metalloproteinaz (MMP) aktivasyonunu artirir ve tiimor gelisimine katkida bulunur. Ayrica
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ROS’un NADPH oksidaz (Nox) ailesinin tiyelerini stimiile ederek tiimor hiicre motilitesini
artirdig1 gosterilmistir (41).

Viicutta iiretilen ROS’un yani sira bazi bakteriler de ROS iireterek karsinogeneze
katkida bulunur. Gastrik kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan Helicobacter pylori ¢ok fazla
miktarda O,e— dretir. Mide iginde gergeklesen zincirleme reaksiyonlar ile enflamasyon
(gastrit) ve daha sonra mide kanseri gelisir (42).

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve iskemi: Reaktif oksijen tiirlerinin NF xB
ekspresyonunu artirmasi  kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde de Onemlidir.
Aterosklerotik damarlarda NF kB ekspresyonunun arttigi saptanmistir (43). Ayrica,
aterosklerotik lezyonlarin intima ve media tabakalarinda, diiz kas ve endotel hiicrelerinde,
makrofajlarinda NF kB’nin nukleer transSlokasyonu gosterilmistir (44). ROS’un yani sira
okside LDL de NF kB ekspresyonunu artirarak ateroskleroz gelisiminde 6nemli rollerden
birini oynamaktadir (45). NF kB, ayrica, IL-6 iiretimini uyararak anjiyotensin II artisina neden
olur. Anjiyotensin Il, hipertansif etkilerinin yan1 sira ateroskleroz gelisiminde de rol oynar
(45). Ateroskleroz gelisiminde H,0, tarafindan aktive edilen bir diger faktér de PPAR’dir
(peroxisome proliferators activated receptors). Okside LDL’nin aterosklerotik plaklarin kopiik
hiicrelerinde PPAR ekspresyonunu artirdigr gosterilmistir (46). Endotel, vaskiiler tonusun
devam ettirilmesinde, trombosit aktivasyonunda, tromboz ve ateroskleroz gelisiminde onemli
rol oynar. Koroner arterlerde ROS artis1 ve SOD azalmasinin, asetilkolin vazodilatasyon
yanitinda azalmaya neden oldugu ve bunun da endotel disfonksiyonu ile sonuglandigi
saptanmigtir (47). Endotelin vazodilatasyonu gerceklestirememesi kalp iskemisi ve anjina
pektoris ile sonuglanir. Bir antioksidan olan C vitamini verilmesi endotelin vazodilatasyon
islevini diizeltir, bu da patogenezde ROS’un 6nemini gostermektedir (47). ROS artig1 vaskiiler
okside LDL’nin ve endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirir, bu
stire¢ enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, MMP aktivasyonu ve damar yeniden yapilanmast ile
sonuglanir (45). ROS aynmi1 zamanda, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin plak igine migrasyonunu
ve plak stabilitesinin korunmasi icin kollajenin yapilanmasini diizenler.

Miyokardiyal iskemi siirecinde ortaya ¢ikan ROS, reperfiizyon siirecindeki hasarin en
onemli sorumlusudur. ROS, hiicreler {izerinde direkt etkisinin yani sira, enflamasyonu artirici
etkisi ile de hasar yapmaktadir. Ornek olarak H,0, tarafindan aktive edilen anjiyotensin II,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Akt aktivasyonu yapar ve bu siire¢ diiz kas hiicre

proliferasyonu ile sonuglanir (48).
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2.3.3.Antioksidan sistem

Hiicre ve doku oksidatif strese maruz kaldiginda ilk asamada kendi antioksidan
giiclerini devreye sokar. Bu amagla sinyal iletimi, proliferasyon ve immunolojik savunma
reaksiyonlarinda rol oynayan 100’iin tizerinde gen aktive olur. Enzimatik antioksidan
savunma sisteminde superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz
(CAT) yer alir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise askorbik asit (C vitamini), tokoferol (E
vitamini), glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve digerleridir.

Superoksit dismutaz ailesi ii¢ benzer yapidaki enzimden olusur. SOD1 (CuZn-SOD)
sitoplazmada, SOD2 (Mn-SOD) mitokondri matriksinde ve SOD3 (EC-SOD) ekstraselliiler
aralikta bulunur ve siiperoksitin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizler (49). SOD2,
Oz*—nin diizeyini ve mitokondri i¢inde kalmasini kontrol eder ve hiicresel homeostazisin
saglanmast i¢in anahtar rol oynar. Yapilan calismalarda “SOD2 knockout” farelerin
dogumdan hemen sonra &ldiikleri ve bu farelerde kalp anomalileri, metabolik asidoz, iskelet
kasi1 ve karacigerde yag depolanmasi saptandigi bildirilmistir (50).

Hidrojen peroksit iki ana yol ile yikilir: Katalaz (H,O ve O, olusur) ve peroksidazlar
(H20 olusur) (Sekil 4). Glutatyon peroksidaz, H,0O,’i, rediikte glutatyonu (GSH) glutatyon
disiilfite (GSSG) okside ederek suya ¢evirir. Glutatyon disiilfit daha sonra pentoz fosfat santi
ile tekrar okside glutatyona doniisiir. Mitokondri ve diger organeller ROS’u detoksifiye etmek
icin bagka sistemler de igerirler (glutaredoksin, tiyoredoksin, tiyoredoksin rediiktaz ve
peroksiredoksinler) (49).

Glutatyon, hiicrede en fazla bulunan antioksidan molekiildiir. Glutatyonun oksidatif
strese karsi rolleri su sekilde siralanabilir (26): a) glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz
gibi antioksidan enzimlerin kofaktoridiir (Sekil 4) b) plazma membraninda aminoasit
transportunda rol alir ¢) hidroksil radikali ve oksijeni direkt olarak temizler; hidrojen peroksit
ve lipit peroksitlerini ise glutatyon peroksidazin aktivasyonu sirasinda detoksifiye eder d) en
onemli antioksidanlardan ikisi olan C ve E vitaminlerini aktif formlarina doniistiirmek iizere
rejenere eder. Bu amagla, tokoferol radikalini E vitaminine indirger, semihidroaskorbati

askorbata gevirir.
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Hidroi Katalaz
idrojen (Hidroperoksidaz)
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peroksidaz form

Hidroksil radikali
(*OH) H,0

Okside
glutatyon
(GSSG)

Sekil 4. Hidrojen peroksit metabolizmasi ve antioksidan enzimler (51).

Antioksidan sistemde ve sinyal iletiminde 6nemli gorevleri olan diger bir enzim hem
oksijenaz 1 (HO-1)’dir. Bu enzim, oksijen ve NADPH’1 kullanarak toksik ve prooksidan olan
hem’i antioksidan biliverdine doniistiiriir. Biliverdin de biliverdin rediiktaz ile bilirubine
doniigiir. Bu enzim viicutta her yerde olabilmesine karsin, 6zellikle karaciger Kupffer
hiicrelerinde, akcigerde ve dalakta bulunur. Yapilan ¢alismalarda “HO-1 knockout” farelerde
anemi, bilirubin diisiikliigii ve dokularda demir birikimi saptanmistir. HO-1’in indiiklenmesi
kalp ve beyni I-R hasarindan ve dokulari siddetli sepsisten korumaktadir, ayrica dokularin ve
mitokondrinin onariminda rol oynamaktadir (52-54).

Dogada bulunan antioksidanlar kimyasal yapilarina gore ¢ok sayida gruba ayrilirlar: a)
flavanoid polifenoller (yesil ¢ayda bulunan epigallokatesin-3 gallat, elmada bulunan
quercetin), b) non-flavanoid polifenoller (iiziimde bulunan resveratrol, zerdegalda bulunan
curcumin), c) fenolik asitler (biberiyede bulunan rosemarinic acid), d) organosulfur bilesikleri
(brokolide bulunan L-sulforaphane, sarimsakta bulunan thiosulfonate allicin) (55). Bu
bilesikler antioksidan etkilerini serbest radikalleri direkt olarak yakalayarak veya endojen
hiicresel antioksidan molekiilleri indiikleyerek gosterirler. Bu molekiillerden en 6nemlisi
redoks sensitif bir transkripsiyon faktorii olan Nrf2’dir (Nuclear transcription factor erythroid

2p45 (NF-E2)-related factor 2).
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2.4. Nrf2 / Keap-1/ ARE Sinyal Yolag

Nrf2, hiicrenin oksidatif strese adaptif yanitinda merkezi rol oynayan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Normalde Nrf2, Keap-1 (Kelch-like ECH associated protein 1) ile
inaktif kompleks halinde bulunur. Oksidatif hasar oldugunda, Keap-1’in IVR bolgesindeki S
gruplar1 arasinda disulfit bagi olusur. Keap-1’de konformasyonel degisiklik ortaya ¢ikar ve
Nrf2’yi  tutamaz. Serbest kalan Nrf2 niikleusa transloke olur. Nikleusta Maf
(musculoaponeurotic fibrosarcoma) ile heterodimer olusturarak ARE bdélgesine (Antioxidant
response element, electrophile response element [EpRE], Maf recognition element) baglanir.

Nrf2’den ayrilan Keap-1 ubikitin ile birlesir ve 26S proteazom aracilig ile yikilir.

2.4.1. Nrf2 / Keap-1/ ARE yapisal ozellikleri

Nrf2, Cap’n’Collar ailesine (CNC) ait olan bir transkripsiyon faktoridiir. CNC
proteinleri bocekler, baliklar, kuslar, siirlingenler ve memelilerde (insan dahil) 1yi korunmus
olan, ancak bitki ve mantarlarda bulunmayan, bZip bolgesi (basic region leucine zipper
[LLLLLL]) iceren bir transkripsiyon faktorii ailesidir (56). Bu ailenin ortak 6zelligi DNA
baglayan bolgelerinin N-terminal ucunda 43 aminoasitlik bir CNC bolgesinin korunmus
olmasidir. CNC ailesinin tiiyeleri olan transkripsiyon faktorlerinin 6nemli gelisimsel ve
homeostatik gorevleri bulunur, hiicresel strese adaptif yanitta kritik rol oynarlar (56).

Memelilerde bu aileye ait alt1 faktor bulunmaktadir: p45, Nrfl, Nrf2, Nrf3, Bachl ve
Bach2 (57). Bunlar ayn1 zamanda NF E2 alt ailesini olustururlar. Caenorhabditis elegans’ta
bulunan SKN-1 (Skinhead family member 1) ve Drosophila melanogaster’de bulunan CNC
de bu ailedendir. Memelilerde bulunan CNC ailesinin {iyeleri farkli dokularda eksprese olurlar
ve farkli islevler yiriitiirler. NF E2 alt ailesinin tiim tyeleri diizenleyici aktif dimerler
olusturabilirler, ancak kendilerine baglanan transkripsiyon faktoriine gore ARE aracili
genlerin ekspresyonunu artirabilir (p45, Nrfl, Nrf2, Nrf3) veya inhibe edebilirler (Bachl ve
Bach2) (56). Bu nedenle, bunlarin fazla iretimi veya azligi hiicresel diizeyde veya tiim
organizmada farkli etkiler gosterebilir (58). CNC ailesinin {izerinde en ¢ok arastirma yapilan
iyest, elektrofilik ksenobiyotikler ve oksidatif strese karsi hiicrenin transkripsiyonel yanitinda

orkestra sefi gorevi listlenen Nrf2’dir (58).
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Insanlarda Nrf2 molekiilii 67.8 kDa agirligindadir, 605 aminoasit rezidiisii ve alt1 adet

sistein rezidisii icerir. Nrf2 molekiiliinlin iyi korunmus alt1 adet bolgesi bulunur (Nehl-6)
(Sekil 5) (59). Bu bolgelerin 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir:

Nehl (Nrf2-ECH homology; ECH: Nrf2’nin tavuk analogu), “CNC homology region
and basic leucine zipper” (CNC-bZip) bolgesi igerir. Nrf2 molekiiliiniin hidrofobik
bolgesidir, dimerizasyondan ve ARE bolgesine baglanmadan sorumludur. Nrf2
molekiiliiniin ARE bolgesine baglanabilmesi i¢in bZip (LLLLLL) igeren bir baska
molekiille dimer olusturmasi gereklidir. Bu molekiiller arasindan en fazla calisilanlar
“small Maf” ailesi ve Jun proteinleridir (60). Maf proteini bZip bdlgesi ile Nrf2’nin
bZip bolgesi fermuar seklinde birleserek dimer olustururlar. Nrf2 molekiilii niikleusa
transport (NLS: nuclear localization signal) ve niikleustan ¢ikis (NES: nuclear export
signal) sinyallerini de Neh1 bolgesinde tasir.

Neh2 (N-terminal bolge) ve Neh3 (C-terminal bdlge) de iyi korunmus bdolgelerdir.
Keap-1, Nrf2 molekiiliindeki Neh2 bolgesinin 40. rezidiisiindeki serine (S40) baglanir
ve ubikitin ile birlegir. Neh2 bolgesinde bulunan DLG (Leu-Trp-Arg-Gin-Asp-lle-
Asp-Leu-Gly) ve ETGE (Leu-Asp-Glu-Glu-Thr-Gly-Glu) motifleri Keap-1 ile
baglanan bolgelerdir. DLG ve ETGE bolgeleri arasinda yedi adet lizin rezidiisii
bulunmaktadir. Bu lizin rezidiilerinin Keap-1 ve Nrf2 molekiillerinin dogru
baglanmasini kontrol etmekten sorumlu olduklar: diisiiniilmektedir.

Neh3, Neh4 ve Neh5, Nrf2 molekiiliiniin transaktivasyon bolgeleridir ve histon

asetiltransferazlarla birlesirler.

(CNC-bZip)

Neh4 Neh5 Neh6 Nehl

Neh3

B

Keap-1’e baglanma
Nukleusa translokasyon
Protein stabilitesinin
redoksa bagh diizenlenmsi

Protein stabilitesinin
redoksa bagh olmayan
diizenlenmsi

Transkripsiyon
koaktivatorleri ile

DNA ve diger
transkripsiyon

Transkripsiyon
koaktivatorlerine
faktorlerine baglanma (CPB6)
baglanma Nukleusa translokasyon
Nukleer lokalizasyon/cikis

baglanma
(CBP/p300, BRG1, MOZ)

Sekil 5. Nrf2 molekiiliiniin yapisi.

18




Insan Keap-1 molekiilii 69.7 kDa agirligindadir; 625 aminoasit ve 27 sistein rezidiisii
icerir. Bu rezidiilerin biiyiik bir kism1 Nrf2’yi aktive edecek oksidan ve elektrofilik bilesigin
taninmasi i¢in sensor gorevi goriir. Keap-1 molekiiliiniin bes bolgesi bulunur (Sekil a).

e NTR, N-terminal bolge
e BTB (broad complex—tramtrack—bric-a-brac), Keap-1 molekiiliiniin dimerizasyonu ve

Cul3-E3-ligaz ile baglanmasi bu bdlgenin islevidir. Bu bolgede bulunun C151

rezidiisii Keap-1 molekiiliiniin fonksiyonlar1 agisindan kritik 6nem tasir. Bu bolgenin

kayb1 veya modifikasyonu durumunda molekiilde konformasyonel degisiklikler olur
ve Cul3-E3-ligaz ile baglanma gerceklesemez. Ayrica, bu bolge oksidatif stres
durumunda molekiiliin sensor goérevini gordiiglinden, bu bdlgedeki bozukluklar

Nrf2/Keap-1/ARE sinyal yolaginin ¢alisamamasina neden olur.

e IVR (intervening region), oksidasyona ve Nrf2’nin NES motifine duyarli olan
sisteinden zengin bolgedir. Bu sekilde Nrf2’yi sitoplazmada tutar.

e Kelch / DGR (double glycine repeat), Keap-1 molekiiliiniin, hiicre iskeletindeki
aktine ve/veya miyozin VIla’ya tutundugu, ayrica Nrf2 ile birlestigi bolgedir.

e CTR, C-terminal bolge

a)
NTR BTB IVR Kelch/DGR CTR
v
N-terminal Homodimerizasyon Redoks duyarh Nrf2 ve aktine baglanan bolge  C-terminal
bolge Cul3/Rbx3-ubikitin ligaz ile baglanma sisteinden zengin bélge bolge
Protein stabilitesinin kontrolii Niikleer cikis

b)

NTR BTB IVR Kelch/DGR CTR
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Sekil 6. a) Keap-1 molekiilii. b) Keap-1’de yer alan sistein rezidiileri (61)
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2.4.2. Keap-1/Nrf2 etkilesimi:

Keap-1 tizerindeki Kelch /DGR bdlgesi ile, Nrf2 molekiiliindeki Neh2 bolgesinin 40.
rezidiisiindeki serine (S40) baglanir. Keap-1 Nrf2’nin aktivitesini hem onu sitoplazmada
tutarak pasif yolla, hem de Cullin-3-based-E3 ligaz kompleksi yoluyla poliubikitinlerin hedefi
haline getirerek ve bdylece proteazomal yikimini saglayarak aktif yolla bloke eder (62, 63).

Hiicredeki redoks sensoriiniin Keap-1 molekiilii oldugu diisiiniilmektedir. Keap-1
molekiiliindeki sistein rezidiilerinin bir kismi reaktiftir. Hiicre strese maruz kaldiginda Keap-1
molekiiliinde bulunan bir veya daha fazla sayidaki reaktif sistein rezidiileri arasinda distlfit
bag1 olusur. Bu durumda Keap-1’in yapisinda konformasyonel degisiklik ortaya ¢ikar ve Nrf2
molekiilinii birakir (64). Yapilan inaktivasyon calismalarinda aralarinda disiilfit bagi
olusturan ve bu sekilde Keap-1’de yapisal degisiklik olusturarak Nrf2’nin serbest kalmasini
saglayan en Onemli yapilarin IVR bolgesindeki C273 ve C288 sistein rezidiileri oldugu
saptanmuistir (65). Keap-1 molekiiliinde bulunan sistein rezidiilerinin direkt modifikasyonlari
(rezidiiler arasinda disiilfit bagi olugmasi, sisteinin serin veya tirozin ile yer degistirmesi vb)
ile Keap-1 ve Nrf2 molekiilleri arasindaki interaksiyon regiile edilir (61,66). Ancak bu
regiilasyon sadece sistein rezidiilerinin modifikasyonlari ile degil, baska faktorlerle de kontrol
edilebilmektedir. Ornek olarak, fare deneylerinde Keap-1 molekiiliiniin her subiinitinde 0.9
Zn?* iyon bulundugu; metal katyonun C273 ve C288 rezidiilerindeki siilfiir ile interaksiyona
(etkilesime) girdigi ve bunlarin ayrigsmast ile Keap-1 molekiiliiniin Nrf2’yi biraktigi
gosterilmistir (67).

Nrf2 / Keap-1 baglanma modeline “mentese-mandal” modeli de denilmektedir. Iki
molekiil birbirine baglandiginda (kilitli iken, mandal) Nrf2 iki motifiyle (DLG motifi ve
ETGE motifi) her iki Keap-1 molekiiliiniin Kelch bdlgesinde bulunan arginin triadi (Arg380,
Arg415, Arg483) ile birlesir (68). Nrf2 molekiiliinii Keap-1’e baglayan asil bolge ETGE
motifidir. DLG ise ¢ok daha zayif olarak baglanir. Oksidatif hasar olmas1 durumunda Keap-
1’de konformasyonel degisiklik oldugunda, Nrf2 molekiiliniin DGL motifi Keap-1’den
ayrilir, bu durumda ETGE motifi bagli kalmis oldugundan Nrf2 molekiilii Keap-1’e asili kalir
(mentese) (Sekil 7).
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Sekil 7. Nrf 2 ve Keap-1 interaksiyonu mekanizmasi. Nrf2 molekiiliiniin Neh2 bélgesinde bulunan

DLG ve ETGE motifleri her bir Kelch bolgesinde yer alan arginin triad1 (Arg380, Arg415, Arg483) (sekilde ii¢
nokta ile gosterilmistir) ile birlesir. DLG ve ETGE motifleri arasindaki Neh2 bolgesinde yedi lizin rezidiisii

bulunur ve bunlar ubikitin ile birlesme igin substrat gorevi goriir (64,68,69).

Ubikitinasyon i¢in; hedef lizin rezidiisiiniin epsilon amino grubu ile E2 enziminin
katalitik bolgesi arasinda iletisim gereklidir (69). Bu nedenle, Neh2 bolgesinde DGL ve
ETGE motifleri arasinda bulunan yedi lizin rezidiisiiniin, Nrf2’nin Keap-1 aracili E3 ligaz
tarafindan ubikitinasyonu i¢in bir hedef bolge oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 7) (68,69).
Bunun yani sira, DGL motifi Keap-1’e baglanma gorevinin yan sira icerdigi aminoasitlerin
Ozellikleri nedeniyle de ubikitinasyonda onemli goérevler iistlenmektedir. DGL motifinde
bulunan Met-17, Val-32 aminoasitlerinde delesyon oldugunda, Nrf2’nin Keap-1’e
baglanmasinda bir sorun olmamakta ancak, molekiilin ubikitin yollu yikimi
gerceklesememektedir (70). Bu nedenle, DGL motifinin Keapl’e baglanmaktan daha ¢ok
ubikitinasyon i¢in var oldugu, ayrica lizin rezidiileri igeren alfa-heliks yapisinin korunmasi

i¢in anahtar gorevi gordiigi distiniilmektedir (68).

2.4.3. Nrf2/ARE sinyal yolagimin aktivasyonu

Hiicre oksidatif strese maruz kaldiginda, Nrf2, Keap-1’den ayrilir. Sitoplazmada
serbest Nrf2 miktar1 artar ve belirli bir konsantrasyona ulasildiginda Nrf2 molekiilleri
nukleusa transloke olarak DNA’da ARE bolgesine baglanir (Sekil 7). ARE, oksidatif strese
maruz kalan hiicrelerde detoksifiye edici enzimlerin ve antioksidan molekiillerin genlerinin
transkripsiyonel aktivasyonunu saglayan bir bolgedir. Bir¢ok antioksidan enzimin promotor

bolgesinde ARE bulunur. DNA {izerinde 5 A/GTGAC/TnnnGCA/G_3' (niikleus) nukleotid
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sekansini igeren bolge ARE bolgesidir (71) ve ilk kez 1980’lerin sonlarina dogru
tanimlanmistir (72).

Birbirinden yapisal olarak farkli olan ¢ok sayidaki molekiill ARE bdlgesini aktive
edebilir. ARE bolgesinin indiikleyicileri toplam 10 ana gruba ayrilabilir (Tablo 2) (57).
Bunlara ek olarak, bazi faktorler de ARE bolgesine baglanabilir: hem kompleksi, okside
lipoproteinler, OH’, CO, NO°, ONOO /ONOOH, O3, HOCI, kisa dalga boylu UV isinlari,
iskemi/reperfliizyon, hiperoksi ve gerilme stresi. Sayilan bu molekiillerin ortak 6zellikleri
elektrofil 6zellikte olmalar1 (bu nedenle ARE siklikla EpRE “electrophile response element”
olarak da adlandirilir) ayrica, proteinlerin -SH gruplarini alkilleyerek veya okside ederek

proteinlerde modifikasyon yapmalaridir (57).

Tablo 2. ARE bolgesine baglanan Nrf2 indiikleyici gruplar ve etki mekanizmalar1 (57).

Molekiiller
Indiikleyici Ksenobiyotikler ve Endojen bilesikler Etki mekanizmalari
gruplari metabolitleri
Difenoller, tBHQ, BHT, BHA, Dopamin, Kinonlar Keap-1’deki SH-
kinonlar, zerdegal, resveratrol, 4-hidroksiestrol, gruplarina baglanir veya

fenilendiaminler

kuersetin, etoksikuin,
probukol,
epigallokatesin-3-gallat

2-hidroksiestradiol,
4-hidroksiestradiol,
estradiol-3,4-kinon

okside eder, hiicre i¢i H,0,
uretimini artirir

Michael alicilar:

EPA, DHA, krotonik
aldehit, metilakrilat, metil
propionat

4-hidroksi-2,3-nonenal,
PGA,, 15d'PGJ2, Jz'iZO'
prostan

Keap-1’deki SH- gruplaria
baglanir

Izotiyosiyanatlar

Sulforafan,
3-morfolino-propil
izotiyosiyanat

Keap-1’deki SH- gruplarina
baglanir

1,2-ditiyol-3-tionlar

1,2-ditioltiyon, oltipraz, 5-
(parametoksipfenil)-1,2-
ditiyol-3-tiyon

Hiicre i¢i H,0O, tiretimini
artirir

Hidroperoksitler

tert-butil hidroperoksit,
cumol hidroperoksit, H,O,

H,0,, ||p|d
hidroperoksitler

Keap-1’deki SH- gruplarini
okside eder

Trivalan arsenik
bilesikleri

As,03, AsO,, As™,
CH3AS(O H)z

Keap-1’deki SH- gruplarina
baglanir, hiicre i¢i H,0,
dretimini artirir

Agir metal iyonlar:

cd”, Co™, cu™, AuT,
Hg®*, Pb?*

Hiicre i¢i H,0, tiretimini
artirir

Komsu (+)-2,3-dimerkapto-1- Saptanmamustir

dimerkaptanlar propanol, 1,2-etan ditiyol -

Karotenoidler 3-hidroksi-p-damaskon, Saptanmamustir
likopen -

Selenyum iceren Ebselen, dialkil diselenitler, Saptanmamustir

bilesikler

seleninik asid, fenil selenol

tBHQ: tert-butilhidrokinon; BHT: butilhidroksitoluen; BHA: butilhidroksianizol; EPA: eikopentaenoik asit;
DHA: dokosaheksoenoik aist; PGA,: prostaglandin A,; 15d-PGJ,: 15- deoksi-prostaglandin J,.
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Nrf2 molekiiliiniin kendisi de Nrf2 mRNA sentezini uyararak yeni Nrf2 molekiilii
sentezini uyarir (73). Boylece, hiicrenin bir toksik ajanla karsilasmasi durumunda bu sinyal
yolaginin daha giiglii sekilde ¢alismasini saglamis olur.

Keap-1/Nrf2 kompleksinin klasik olarak hiicre iskeletine tutundugu bilinmektedir.
Ancak, Lo ve Hannik (74) tarafindan yeni yapilan bir ¢calismada, Nrf2/Keap-1/fosfogliserat
mutaz 5 (PGAMS5) kompleksinin mitokondri dis membraninda yerlestigi gosterilmistir. Hiicre
icinde bulunan Nrf2 molekiiliniin kiicik bir kism1 Nrf2/Keap-1/PGAMS5 kompleksi
olusturarak mitokondri membranina yerlesir. Mitokondri fonksiyonlarinda yetersizlik
oldugunda bu sinyalin hizla nukleusa iletilmesi agisindan bu yerlesimin kritik rol oynadigi
distiniilmektedir.

PKC (Protein kinaz C), JNK (c-Jun N terminal kinaz), ERK (Ekstracellular signal
regulated protein kinase), PI3K (Fosfatidil inozitol 3 kinaz) ve p38MAP kinaz, Nrf2
aktivasyonunu regiile ettigi bilinen sinyal yollaridir (75). Ornegin Nrf2’nin PKC ile
fosforillenmesi Keap-1’den ayrilmasini kolaylastirmaktadir (76). In vitro calismalarda
PI3K’mn inhibisyonunun Nrf2’nin niikleusa translokasyonunu engelledigi ve ARE
bolgesindeki genlerin ekspresyonlarini azalttigi gosterilmistir (77). Bu in vitro ¢aligmalarin
sonuglarinin in vivo kosullarda da degerlendirilmesi ve bu sonuglara gére Nrf2 yolagini hedef

alan ilaglarin gelistirilmesi i¢in pek ¢ok yeni ¢aligma gereklidir.

2.4.4. Nrf2/ARE sinyal yolag: tarafindan aktive / inhibe edilen genler

Memeli hiicrelerinde ylizlerce ARE baglantili gen bulunmaktadir. Cok farkli
caligmalar toplu olarak incelendiginde, redoks duyarli Nrf2 / Keap-1 / ARE sinyal yolaginin,
genlerimizin %1-10’unu regule ettikleri diisiniilmektedir (57,78). Oksidatif stres olmasa da,
Nrf2 bazal olarak aktivitesini devam ettirir ve bdylece hiicrenin antioksidan savunma
sisteminin hem bazal hem de indiiklenebilir aktivitesini kontrol etmis olur (79,80).

Nrf2 / ARE yolag: tarafindan diizenlenen genler pek ¢ok enzimin, diizenleyici veya
yapisal proteinlerin sentezlenmesinde gorev alirlar (Tablo 3). Yapilan genomik ¢alismalarda
elde edilen verilere gére Nrf2 yolaginin aktive ettigi genlerin sagladig: islevler su sekilde
Ozetlenmektedir (75):

e Oksidanlan direkt olarak inaktive eden enzimlerin uyarilmasi
e Glutatyon sentezi ve rejeneresyonunun artirilmasi

e NADPH sentezinin stimiile edilmesi
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e “Multidrug response transporter” larin uyarilmas: ile toksinlerin hiicreden disari
atilmasinin kolaylastirilmasi

e Hasarli proteinlerin taninmasi, onarilmasi veya uzaklastirilmasi

e Diger transkripsiyon faktorlerinin, biiylime faktorlerinin, reseptorlerin ve molekiiler
saperonlarin ekspresyonlarinin diizenlenmesi

e Sitokin aracili enflamasyonun inhibe edilmesi

Tablo 3. Nrf-2 / ARE sinyal yolag tarafindan aktive edilen genler (57,81).

Gen Fonksiyonu
HO-1 Hem yikiminda anahtar enzim, biliverdin olusumu, anjiyogenez ve vaskuler hiicre korunmasi
NQO1 Kinonun hidrokinona reduksiyonunu katalizler, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol

oynar, membran fosfolipidlerini (koenzim Q’nun reduksiyonu yoluyla) hasardan korur

GST Detoksifiye edici enzim, GSH konjugasyonunu Kkatalizler

GCLC GCL’nin katalitik subiinitidir, glutatyon sentezinin hiz kisitlayici enzimidir

GCLM GCL’nin diizenleyici subiinitidir

xCT Sistin-glutamat transporter’idir, hiicre i¢i sistin diizeyinin idamesini saglar, bu yollarla GSH

sentezinde hiz siirlayici rol oynar

AKR Toksik aldehitleri detoksifiye eder, hiicreyi karbonil stresten korur

GR GSH/GSSH doniisiimiinde ve GSH siklusunda anahtar enzimdir

TrxR Trx’in disiilfid formunun rediiksiyonu

Trx Redoks homeostazisini devam ettirmek i¢in redukte Trx okside Prx ile reaksiyona girer
Prx 1 Peroksitleri temizler ve redoks homeostazisini devam ettirir

AKR, Aldo-keto reduktaz; ARE, “antioxidant response element”; GCL, glutamat-sistein ligaz; GCLC, glutamat-
sistein ligaz katalitik subiiniti; GCLM, glutamat-sistein ligaz diizenleyici subiiniti; GR, glutatyon reduktaz; GSH,
glutatyon; GSSG, disulfide glutatyon; GST, glutatyon -S-transferaz; HO-1, hem oksijenaz-1; NQOL,
“NAD(P)H: kinon oksidorediiktaz 1”; Nrf2, “nuclear factor E2-related factor”; Prx, peroksiredoksin; ROS,
reaktif oksijen triinleri; TrxR, tioredoksin reduktaz; xCT, sistin-glutamat transporter.

Nrf2 /Keap-1 / ARE sinyal yolagi pek ¢ok genin transkripsiyonunu indiiklemesine
ragmen bazilarmi da inhibe etmektedir. Bu transkripsiyon faktorlerinin basinda NF kB
gelmektedir. NF kB’nin inhibisyonu, ¢ok genis bir proinflamatuvar gen grubunun
ekspresyonunun azalmasi ile sonuglanir. Ornek olarak, lipopolisakkarit ile stimiile edilen
insan monositlerinde yapilan ¢aligmalarda akut enflamasyonla iliskili olan 88 genin %90’ 1nin
NF kB aracili olarak indiiklendigi saptanmistir (82). Bu nedenle, Nrf2 / Keap-1 / ARE sinyal
yolaginin uyarilmasi akut enflamatuvar yanitin siddetini ve daha sonra ortaya ¢ikacak kronik

patolojik siirecin yogunlugunu azaltacaktir (57). NF kB disinda, karaciger hiicrelerinde Nrf2
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aktivasyonunun lipit ve Kkolesterol biyosentezi ve metabolizmasindaki bazi enzimlerin gen

ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (78).

2.4.5. Hastaliklar ve Nrf2

Reaktif oksijen tiirleri pek c¢ok hastaligin patogenezinde rol oynar. Nrf2 hiicrenin
oksidatif strese adaptif yanitinda merkezi rol oynadigindan, nrf2”"~ memeliler oksidatif hasara
aciktirlar (58). nrf2” farelerle yapilan deneylerde, kimyasallarla veya ksenobiyotiklerle
oksidatif hasar olusturuldugunda doku hasarinin fazla oldugu, enflamasyonun arttigi, DNA,
lipit ve protein oksidasyon iiriinlerinde artis oldugu ve bu hayvanlarda kanser gelisiminin
fazla oldugu saptanmistir (83-86). Oksidatif stres sadece kanserle degil, bagka malign
olmayan hastaliklarla da iliskilidir. Yapilan ¢aligmalarda, astim, amfizem, pulmoner fibrozis,
akut akciger yaralanmasi gibi akciger hastaliklar1 modellerinin nrf2”" farelerde daha siddetli
ortaya ¢iktig1 saptanmistir (87,88). Parkinson hastalifi ve Alzheimer hastalifi gibi
norodejeneratif hastaliklarda da Nrf2’nin koruyucu etkisi belirlenmistir (89,90). Bunlara ek
olarak, kolit modeli uygulanan nrf2”" farelerde hastaligin ve enflamasyonun daha siddetli
olarak ortaya ¢iktig1, antioksidan gen diizeylerinin belirgin olarak azaldigi saptanmistir (91).
Ateroskleroz ve metabolik sendrom gelistirilen orta yas grubundaki farelere, insiilin
direncinin tedavisi i¢in Nrf2’yi aktive eden rosiglitazon verildiginde, antioksidan enzimlerin
vaskiiler ekspresyonlarinin arttigr gosterilmistir (92). Bu deneysel ¢alismalardan yola
cikilarak, Nrf2 aktivasyonunun hem hastaliklardan korunmada hem de tedavide etkili
olabilecegi goriisii ortaya atilmaktadir (58).

Insanlarda Nrf2’nin etkinligini azaltabilecek polimorfizmler pek ¢ok hastaligmn
gelisimiyle iligkilidir. Nrf2 aktivitesini azaltan polimorfizmlerin vitiligo (93), kronik gastrit ve
peptik tlser hastaligi (94), iilseratif kolit (95) ve ARDS (adult respiratory distress syndrome)
(96) ile iliskisi gosterilmistir. Ozellikle cilt, akciger, mide, kolon gibi dis etkenlere siklikla
maruz kalan organlarin hastaliklarinda Nrf2 polimorfizmlerinin hastalik siddeti ile iliskili
oldugu saptanmistir. Nrf2 genindeki hastaliklarla iliskili polimorfizmlerin allelik sikliklari
Avrupa’lilarda %20, Asya’lilarda %40 ve Amerika’lilarda %55 bulunmustur (96). Bu
durumda, toplumda antioksidan yanitta yetersizlige genetik olarak yatkin pek ¢ok birey
bulunmaktadir ve bu bireyler oksidatif stresten kaynaklanan ¢ok sayida hastalik igin risk
tagimaktadir (58). Bu bireyler, Nrf2 aktivitesini stimiile eden farmakolojik ajanlardan en fazla

fayda gorecek hastalar olacaktir.
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2.4.6. Hipoksi reoksijenasyon hasari, oksidatif stres ve Nrf2

Hipoksi sirasinda oksidatif hasar olusum mekanizmasi1 paradoksaldir. ROS, sadece
oksijenin fazla oldugu durumlarda degil oksijen azliginda da iiretilir. Hipoksideki hiicreler
ATP {iretimi i¢cin metabolizmalarini1 anaerobik glikolize kaydirirlar. Ancak, ¢ok diisiik oksijen
basincinda bile, trikarboksilik asit siklusu ve elektron transport zinciri yoluyla da ATP’nin
oksidatif tiretimi az da olsa devam eder. Mitokondriyal elektron transport zincirinden kacgan
elektronlar ROS olusumunu devam ettirir. Fizyolojik kosullarda NADPH elektron transport
zincirinin son elektron alicisidir ve bu reaksiyonun katalizinde ksantin dehidrogenaz enzimi
ile igbirligi yapar. Ancak, reperfiizyon siirecinde, ksantin oksidazin asir1 birikimi ile,
hipoksantin-ksantin reaksiyonu sonucunda elektronlar son alic1 olarak (NADPH yerine) O,’¢
aktarilir ve superoksit radikali ortaya cikar. Ayrica reoksijenasyon ile dokuya yiiksek oranda
oksijen desteginin ulagmasi sonucu ROS olusumunda asir1 bir artis olur (13).

Reperfiizyon siirecinde bolgeye gelen enflamatuvar hiicreler de ROS artigina katkida
bulunurlar (97). Aktive nétrofiller fagositik vakuollerinde NADPH oksidaz enzimi yoluyla
superoksit tiiretirler; bu da hidroksil radikaline dontisiir. Lokositlerde  bulunan
miyeloperoksidaz enzimi de H,0, ve klorin reaksiyonunu katalizler ve ortaya oldukga reaktif
bir iriin olan sodyum hipoklorit ¢ikar (98,99). Ayrica, nétrofillerden salinan siiperoksit
endotelde ksantin oksidaz aktivitesini artirir ve bu da siiperoksit iiretiminin artmasina neden
olur. Yapilan ¢aligmalar, I-R hasarinda ksantin oksidazin 6énemli rolii oldugunu ve bu hasar
modelinde ksantin oksidaz inhibitorii olan allopurinol verildiginde kalp, karaciger, bobrek ve
ince barsakta siiperoksit tiretiminin azaldigini gostermektedir (100-103). I-R hasar1 sirasinda
ortaya ¢ikan oksidan molekiiller sinyalleme yollarini aktive ettirir ya da proteinlerin ve lipid
membranlarin hasarina neden olur. I-R hasart hem akut hem de kronik hastalik gelisimi ile
sonuglanir (104,105).

Literatiirde, pek ¢ok calismada, I-R hasari (in vivo) ve H-R hasari (in vitro)
modellerinin farkli hiicre tiplerinde Nrf2 mRNA ve protein diizeyini arttirdigi gosterilmistir.
Ayrica bu hasar modellerinde koruyucularin Nrf2 iizerine etkileri de calisilmistir. Cin’de
yapilan bir ¢alismada, H9c2 kardiyomiyosit hiicrelerine H-R hasar1 uygulandiginda, hasar
oncesi “Danshen-Gegen (DG) decoction” bitki karigimi eklenen grupta Nrf2 ve HO-1
ekspresyonlarinin arttigi ve bu grupta apoptozun diisiik diizeyde oldugu saptanmustir (106). H-
R hasari uygulanan fare néroblastom hiicrelerinde (N2A) Nrf2 protein ekspresyonunun arttig

gosterilmistir. Bu Nrf2 artisinin da insanlardaki otozomal resesif non-sendromik mental
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retardasyondan sorumlu protein olan cereblonun miktarini arttirdigi saptanmistir (107).
Israil’de yapilan bir calismada, fare hepatosit hiicre kiiltiirine H-R hasar1 uygulandiginda
SOD enziminin hem mRNA hem de protein ekspresyonunu arttigir gosterilmistir. Bu
calismada SOD enzimi siRNA ile inhibe edildiginde hiicrelerde apoptozun arttigi, Nrf2, HO-1
ve GSH mRNA ve protein diizeylerinin azaldigi saptanmistir (108). Sonug olarak, hepatosit
hiicrelerini H-R hasarindan koruyan mekanizmalardan birinin SOD tarafindan uyarilan Nrf2
yolagi olabilecegi yorumu yapilmistir (108). A549 insan akciger kanser hiicrelerine 4 saatlik
hipoksiden sonra 30 dakika reoksijenasyon uygulandiginda Nrf2’nin nukleusa gecerek ARE
bolgesine baglandigi, bu bolgenin ayni zamanda tiimor hiicre biiylimesinde dnemli bir faktor
olan peroksiredoksin 1 (Prx 1) molekiiliiniin gen bolgesine komsu oldugu ve bu baglanma ile
Prx 1 ekspresyonunun da arttigi gosterilmistir (109). Sonug olarak, bu ¢alismada Nrf2-Prx 1
aksinin kemoterapotik ajanlarin gelistirilmesinde O6nemli bir tedavi yolu olacagi yorumu

yapilmistir (109).
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2.5. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) (RSV), dogada az sayida bitki tarafindan stres
karsisinda {iretilen ve son 20 yilda hakkinda en fazla arastirma yapilan antioksidan
molekiildiir. Ik kez 1940 yilinda bitkilerde bulunan bir molekiil olarak tanimlanmis ve
yaklagik yarim yiizyill boyunca bitkilerin fungal enfeksiyonlardan korunmasi ile ilgili
calismalar yapilmistir. Ancak, Jang ve arkadaslarinin 1997°de yayinlanan arastirmalarinda
RSV’nin kanseri onleyici etkileri gosterilmistir (110). Aymi yil, vazorelaksasyon yaparak ve
aterosklerotik plak gelisimini Onleyerek kardiyoprotektif etkiler de gosterdigi yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Tiim bunlara ek olarak, Howitz ve arkadaslari, yaptiklari in
vitro arastirmada RSV’nin mantarlarda yasam siiresinin uzattigini gostermislerdir (111).
Giliniimiizde RSV ile yapilmis olan 4000’den fazla arastirma makalesi bulunmaktadir ve

bunlarin %95’ten fazlasi son 10 yilda yapilmustir.

2.5.1. Yapisal ozellikleri:

Polifenoller; flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asitler, lignanslar ve stilbenleri
kapsayan bir antioksidan ailesidir (112). Tiimii fenil alanin tiirevidir ve reaktif hidroksil grubu
olan aromatik halka igerirler. Stilben fitoaleksin ailesi bitkileri UV 1sinlarina, fungal
enfeksiyonlara ve yaralanmalara kars1 koruyan ve tiimii RSV (fistik ve iiziimde bulunur) ve
pinosilvin (ananasta bulunur) tiirevi olan 11 ayr1 molekiilii igerir (112).

RSV, dogada iki formda bulunur: trans ve cis-izomerleri (Sekil 8). Trans-izomeri
dogada daha fazla bulunur; muhtemelen nonplanar seklinden dolayi, cis-izomerinden daha
aktiftir ve daha stabildir. UV ve yiiksek pH ile trans izomeri cis izomerine doniisiirken
goriiniir 151k ve diisiik pH’da cis izomeri trans izomerine doniismektedir. Bu iki izomerin,

molekiiliin viicutta dagilim ve metabolizmasini nasil etkiledigi bilinmemektedir.

HO
>
—_
OH

OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Sekil 8. Resveratroliin trans ve cis-izomerlerinin yapisi
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2.5.2. Kaynaklar

Resveratrol ve analoglar1 (piseatannol, pterostilben) iiziim (Vitis vinifera), yer fistigi
(Arachis hypogea) ve “berries” (yabanmersini, cranberry) grubu meyveler gibi yaklasik 72
bitki tiirli tarafindan iiretilirler ve insan diyeti ile tiiketilirler. Resveratroliin ilk olarak liziimde
var oldugu saptanmistir. 1970’li yillarin baglarinda c¢ok et tiiketilen bir iilke olan Fransa’da
kardiovaskuler hastalik sikliginin beklenenden az oldugu gozlemlenmis ve bu durumun
tikketilen kirmizi sarabin koruyucu etkisine bagli oldugu sonucuna varilmistir (Fransiz
paradoksu). Daha sonraki yillarda Cin’de cay olarak i¢ilen ve Cin ve Japon tibbinda cilt
enfeksiyonlart ile kalp-damar hastaliklarinda kullanilan Polygonum cuspidatum (Ko-jo-kon:

Itadori ¢ay1) bitkisinin kurutulmus koklerinde RSV bulundugu tespit edilmistir.

2.5.3. Diyetle alinan resveratroliin viicuttaki metabolizmasi

Agizdan alinan RSV’nin emilimi, viicutta dagilimi ve biyoyararlanimi ile ilgili ¢ok
sayida in vitro hiicre kiiltiirii, ex vivo izole ince barsak modelleri ve in vivo hayvan ve insan
calismalar1 yapilmustir. Insan viicudundaki metabolizmasi ile ilgili pek cok bilgi bu

verilerlerle topluca ortaya konmaktadir (113).

2.5.3.1. Emilim ve karacigere tasinma

Agizdan alman RSV’nin fare ince barsak modelinde %46, farelerde %77-80 ve
insanlarda %70 oraninda absorbe edildigi gosterilmistir (113,114) (Sekil 9). Emilim daha ¢ok
jejunumdan, az miktarda da ileumdan olmaktadir. Resveratroliin %2’si barsaklarda kalmakta
ve emilmemektedir. insan duodenum &rneklerinde ve insan Caco-2 intestinal hiicre hattinda
yapilan ¢alismalarda enterositlere alinan RSV’nin glukuronidasyon (trans-resveratrol-3- O-
glukuronit) veya sulfasyon (trans-resveratrol-3-sulfat) ile konjuge forma doniistiirildigi ve
sulfat konjugasyonunun RSV’nin ana yolagi oldugu gosterilmistir (115). Konjuge RSV kana
absorbe edilir veya intestinal liimene salinir.

Farelerde yapilan caligmalarda RSV’nin mezenterik dolasima %21 oraninda gegtigi
saptanmistir. Portal sistemde RSV albuminle ve LDL ile baglanir ve daha sonra karacigere

alinir. Karacigerde glukuronidasyon veya sulfasyon ile konjuge forma dontistiirtliir.
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(F) Albiimine baglanma ' (C) Enterositlerde birikme (%2)
(G) LDL tarafindan alinma (D) Glukuronidasyon ve sulfasyon
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Sekil 9. Agizdan alinan resveratroliin viicuttaki dagilimi ve atilmasi (113,114).

2.5.3.2. Resveratroliin hiicre icine alinmasi

Resveratroliin hiicre igine alinmasiyla ilgili bilgiler pek ¢ok in vitro caligma
bulgularmin birlestirilmesi yoluyla olusturulmaktadir. Resveratroliin hiicre yiizeyinde bir
reseptorli olduguna dair bir veri bulunmamaktadir (116). Hepatoblastoma HepG2 hiicreleriyle
yapilan g¢alismalarda RSV’ nin karacigere iki mekanizma ile alindigi saptanmistir: Diisiik
konsantrasyonda aktif tasiyicilar, yliksek konsantrasyonda ise pasif difiizyon (117) (Sekil 10).
Pasif diflizyonun biiyiik oranda membranin lipid kompozisyonuna bagli oldugu
diistiniilmektedir (118). Membranlarda bulunan lipidlerin 6zellikleri membranin akiskanligini
belirlemektedir. Membran akiskanligi, hiicre membraninin reseptdr, transport, fagositoz ve
hiicre bliylimesi gibi fonksiyonlarinda ©6nemli roller oynamaktadir. Yapilan in vitro
calismalarda kiiltiir ortaminda etanol ile ¢6ziinmiis olan RSV’nin membran akiskanligini
etkiledigi ve hiicre igine alinmasinin arttig1 saptanmistir (119).

Resveratrol hiicre icine, membrandan diflizyonla direkt alinabilecegi gibi, lipid

“raft”lar1 (cepleri) icinde de alinir ve bu tasinma sirasinda o bolgede membran akiskanligi
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azalir (Sekil 10). Bu yontemde RSV plazma membranina gelir, membran hiicre i¢ine dogru
invajine olur ve RSV bu bolgede kalacak sekilde membrandan koparak hiicre i¢ine alinir. Bu
olusan membranla sarili yapiya “caveolae” (kaveol) denir. Bu sekilde endositozla RSV hiicre
icine alimmis olur (118). Yang ve arkadaslar1 hepatoselliiler kanser hiicrelerinde yaptiklari
calismada caveolin-1 (Cav-1) proteininin bu yapiy1 olusturan en 6nemli faktor oldugunu ve
RSV’nin Cav-1 ekspresyonunu artirarak hiicre i¢ine tasinmasini kolaylastirdigini
saptanmuslardir (120).

Integrinler, transmembran glikoprotein ailesidir ve hiicre disindaki kisimlar1 reseptdr
gorevi goriir. Hiicre icinde kalan bolgeler ise hiicre iskeleti ile baglantilidir. integrin avp3,
cok sayida molekiiliin reseptdriidiir. Lin ve arkadaslarinin insan meme kanseri hiicre hattinda
yaptiklar1 ¢aligmada RSV’nin integrin avB3 molekiiliine baglanarak hiicre i¢ine alindigi,

ERK1/2 yolagini aktive ettigi ve kanser hiicrelerinde apoptozu uyardigi saptanmistir (121).

Membran
akiskanhi@inin artmasi

nx "
RSV-LDL ~ J
kompleksi Y .
Integrin

avf3

....

Nukleus

intraselliiler
hedefler

........

______

RSV-albumin
kompleksi

Sekil 10. Resveratroliin hiicre i¢ine alinmasi, hiicre yiizeyi ve hiicre i¢indeki reseptorlerine
baglanmasi (118). Resveratroliin hiicre igine alinma yollart: (1) Pasif diifiizyon (2) Lipid cepleri yoluyla

endositoz (3) lipid cepleri iginde integrin avB3 gibi reseptorlere baglanma (4) Resveratroliin albumin veya LDL
ile baglanmas1 hem hiicre i¢ine alinmasinda hem de dagiliminda 6nemli rol oynar. AhR ve ER: resveratroliin
hiicre ici reseptorleri.
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2.5.3.3. Resveratroliin hiicre ici reseptorlere baglanmasi

Resveratroliin hiicre i¢i reseptdrleri ile ilgili veriler sinirlidir (118). Resveratroliin
hiicre i¢inde tasinmasini saglayan molekiillerden birisi AhR (aryl hydrocarbon receptor)’dir.
Resveratrol, AhR’ne baglanmak i¢in digoksin ile yarisir ve AhR’nin nukleusa
translokasyonunu saglar. Ayrica RSV yapisal olarak insan Ostrojen hormonuna benzer
(fitodstrojen) ve hiicre i¢i Ostrojen reseptorlerine (ER-o ve ER-B) baglanabilir (122). Ancak,
reseptore afinitesi Ostradiolden 7000 kat daha azdir (122). Hambrock ve arkadaglar1 yaptiklari
caligmada, RSV nin sulfaniliire reseptoriine baglandigini, bu baglanma i¢in glibenklamid ile
yaristigini ve apoptozu indiikledigini gostermislerdir (123). Resveratrol ayn1 zamanda prostat

kanserinin gelisimi i¢in 6nemli bir molekiil olan androjen reseptdriine de baglanabilmektedir

(124).

2.5.3.4. Resveratroliin hiicre disina ¢cikarilmasi

Karacigerde konjuge forma doniistiiriilen RSV’nin dolasima verilebilmesi i¢in hiicre
disina ¢ikarilmasi gereklidir. Yapilan in vitro calismalarda, ortamin sicakliginin RSV’nin
hepatositlerin disina tasinma hizini etkiledigi gosterilmistir; 37°C’de tasinma 4°C’den dort kat
daha hizlidir. Bu da tastyict aracili siirecin transporter’lar yoluyla oldugunu diisiindiirmektedir
(118). Resveratrol, ABC tasiyict ailesi tarafindan hiicre disina ¢ikarilmaktadir. Bunlar
arasinda en 6nemlileri MRP (multidrug resistance-associated ptotein) ve BCRP (breast cancer
resistance protein-ABCG2)’dir. CaCo2 barsak hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda, RSV-
sulfatin hiicrelerin apikal yiizlerinde bulunan MRP2 tasiyicist ile intestinal liimene tagindigi
gosterilmistir (115) (Sekil 11). Benzer sekilde hepatositlerde de MRP2 araciligr ile RSV
konjugatlar1 liimene salinmaktadir (125) (Sekil 11). intestinal hiicrelerde MRP2’ye ek olarak
apikal membranda MDR1 ve BCRP tasiyicilari da liimene konjugatlar tasirlar. MRP3 ise

bazolateral membranda bulunur ve kana RSV glukuronidlerini tasir (Sekil 11).
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Sekil 11. Resveratrol ve konjugatlarinin hiicre disina ¢ikarilmasi (118). RSV-S (Resveratrol
sulfat), RSV-G (Resveratrol glukonat)

2.5.3.5. Resveratroliin dolasimda tasinmasi ve dokulara transportu

Resveratrol suda eriyebilirligi zayif olan bir molekiildiir. Bu nedenle hidrofilik
konjugatlarina doniisiimii kana gecisini, viicutta dagilimini ve atilimini kolaylastirir. Ayrica
plazmada yliksek konsantrasyonda kalabilmesi i¢in de bagli olmas1 gereklidir. Resveratrol
dolagimda serum proteinleri, yag asitleri ve lipoproteinlere baglanir (118). Albiimin pek ¢ok
molekiil i¢in iyi bir tasiyici plazma proteinidir. Yapilan ¢aligmalarda RSV’nin albumine
baglandig1 ve bu sekilde plazma konsantrasyonunun sabit bir diizeyde tutuldugu saptanmistir
(126). Resveratrol albuminin yani sira daha az oranda hemoglobine de baglanabilmektedir.
Ancak kandaki hemoglobin diizeyi albuminden daha fazla oldugu i¢in bu baglanma da
RSV’nin taginmasi agisindan onemlidir. Termodinamik calismalarda, RSV’iin albiiminle
hidrofobik etkilesime girdigi, hemoglobinle ise hidrojen bagiyla baglandigi gosterilmistir
(126). Diger kirmizi sarap antioksidanlari gibi RSV de lipoproteinlerle birlesir. Yapilan
caligmalarda, LDL ile birlesen RSV’ nin (RSV-LDL) karacigerdeki LDL reseptorleri yoluyla
hiicre i¢ine alimimin kolaylastigi saptanmistir. Saglikli eriskinlere 250 mL kirmizi sarap
i¢irildiginde, 24 saat sonra alinan LDL 6rneklerinde serbest trans-RSV yani sira RSV’nin {i¢
metaboliti de (trans-RSV-3-O-glukuronid, cis-RSV-3-O-glukuronid, cis-RSV-3-O-glukuzid)
saptanmistir (127). Resveratroliin kanda tasinmasi sirasinda yag asitlerinin albliminle
baglanmasinda vektor gorevi gordiikleri, ayrica karaciger hiicresine RSV alinmasimi da
kolaylastirdiklar: diisiiniilmektedir. Once RSV yag asitleri ile birlesir (RSV heksanoik asit
gibi) ve bu yap1 albuminle daha kolay baglanir (128).
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Rodent caligmalarinda plazmadaki pik konsantrasyonuna agizdan alindiktan sonraki
30 dakikada ulastigi gosterilmistir. insanlarda plazmada o6lgiilen serbest RSV’nin, total
dolagimdaki RSV’nin %2’si veya daha azi oldugu saptanmistir. Walle ve arkadaslar
tarafindan saglikli alt1 goniillii eriskine YC ile isaretlenmis RSV agizdan (25 mg) ve daha
sonra intravendz yolla (0.2 mg) verilmis ve metabolizmasi degerlendirilmistir (114). Bu
calismada, agizdan RSV verildikten sonra dolagimda 6lgiilen en yiiksek iki pik degere; 1.
saatte (total RSV: 2 uM) ve intestinal limenden enterik resirkiilasyon sonucu tekrar emilen
RSV nedeniyle 6. saatte (total RSV: 1.3 uM) ulasilmistir (114). Daha sonra 72. saatte, plazma
konsantrasyonu belirgin olarak diisiik saptanmustir. Resveratrol intravendz olarak verildiginde
ise, birinci saatten itibaren belirgin olarak plazmadan temizlendigi ve ikinci pikin
gozlenmedigi saptanmistir (114). Bu calismada, idrarda saptanan RSV metabolitlerinin
%37’si sulfat, %19’u glukuronid konjugatlari, diger kalan kisim ise bilinmeyen metabolitler
olarak Olclilmiistiir. Goldberg ve arkadaslar1 da 12 goniilliiye 25 mg RSV vermisler ve en
yiiksek total ve serbest RSV konsantrasyonunu (sirasiyla, 2 uM ve 40 nM) 30. dakikada
6lgmiislerdir (129). Bu ¢alismada, in vitro deneylerde kullanilan ve hasar modellerinde etkili
bulunan RSV dozunun 5-100 nM oldugu ve insanlarda yapilan bu ¢alismada ulasilan plazma
serbest RSV konsantrasyonlarinin bu dozlardan ¢ok diisiik oldugu sonucuna varilmistir (129).
Daha sonra Boocock ve arkadaslari tarafindan yapilan ve 10 saglikli goniilliye 5 gram
RSV’nin agiz yoluyla verildigi ¢alismada pik plazma diizeyi 2 pmol/L (~2360 nM) olarak
bulunmustur (130). Ancak bu g¢alismada, in vitro yapilan ¢alismalarda RSV’nin antikanser
etkisinin 5 umol/L dozunda oldugu, ancak insanlarda kullanilan yiiksek dozlarin bu diizeye
ulasamadig1 belirtilmistir. Resveratroliin plazma konsantrasyonunun istenilen degerlere

ulagsamamasi, molekiiliin ¢6ziiniirliigiiniin az olmasina baglanmaktadir.

2.5.3.6. Resveratroliin organlara dagilim

Ratlarda yapilan ¢alismalarda RSV’nin 6zellikle karaciger ve bobreklerde biriktigi
gosterilmistir (131). Farelere oral yolla RSV verildiginde intestinal bir birikimin oldugu,
bunun da emilmeyen RSV nedeniyle olabilecegi belirtilmistir (132). Insan kolon hiicre hatt:
CaCo2 hiicrelerine RSV verildiginde, kiiltiir ortami ile karsilastirildiginda hiicrelerde
birikimin 40 kat fazla oldugu saptanmis ve bu bilesigin en 6nemli hedef hiicresinin kolositler
olabilecegi yorumu yapilmistir (115). Ayrica agiz mukoza hiicrelerinde de birikim fazla

olmaktadir ve oral mukoza kanserlerine karsi korunmada da etkili olabilecegi belirtilmektedir.
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2.5.3.7. Resveratroliin viicuttan atilimi

Hem hayvanlarda hem de insanlarda bobrekler, RSV nin viicuttan atiliminin en 6nemli
yoludur. Hayvan modelinde resveratroliin bobreklerden atiliminin saatler i¢inde basladigi ve
12-24 saat sonra artt1g1 gosterilmistir. Walle ve arkadaslarinin yaptigi calismada agizdan RSV
verildiginde, idrarla tim aktivitenin %53.4-84.9’unun atildigi, digki ile atilmin ise ¢ok
degiskenlik gosterdigi (%0.3-38.1) gozlenmistir (114). Bu ¢alismada, RSV intraven6z yolla
verildiginde ise, idrarla (9%42.3-83.2) ve diski ile atilimin azaldig1 (9%0.6-22.7) saptanmistir.

2.5.4. Resveratroliin etkiledigi sinyal ileti yollar1 ve hastaliklar iizerine etkileri
Resveratroliin ¢ok dnemli antikanser, kardiyoprotektif, anti-enflamatuvar, antioksidan
ve sitoprotektif etkileri bulunmaktadir. Bu etkilerini hiicre sinyal sistemi, enzimatik yolaklar,
apoptozis veya gen ekspresyonlarini diizenleyerek gostermektedir (3) (Tablo 4).
Enflamasyon, kanser ve kardiyovaskiiler sistem hastaliklari: Resveratroliin in vivo
calismalarda karsinogenezisi farkli asamalarda bloke ettigi gosterilmistir. Resveratrol, kanser
patogenezinde rol oynayan pek ¢ok molekiil ve sinyal ileti yolag: iizerinde etkisi oldugundan,
ideal bir antikanser ila¢ olarak degerlendirilmekte ve bu konuda ¢ok fazla sayida calisma
yapilmaktadir (133). Resveratrol oncelikle pek ¢ok kanser tiirlinde hiicre boliinmesini G1/S
fazinda durdurur. Bu etkisini farkli kanser hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda p21WAF1 ve
p27KIP1 indiiksiyonu ve siklin D1/D2/E, Cdks2/4/6 downregulasyonu yaparak gosterdigi
saptanmigtir (134-136). Benzer sekilde, Cdk7 ve p34Cdc2 kinazlari inhibe ederek hiicre
siklusunu G2/M fazinda ve S fazinda bloke eder. Medulloblastoma hiicrelerinde bulunan c-
MY C onkogenini baskilar ve hiicreyi S fazinda durdurur (137). Bunun yaninda RSV, timor
hiicresinde apoptozu artirir (Tablo 4). ERK ve p38MAPK aracilig ile p53’ii uyarir ve bu
yolla p53 duyarli genlerin (p21WAF1, p300/CBP, APAF1, Bak) ekspresyonunu indiikleyerek
Bcl2 baskilamasi yapar, hiicreyi apoptoza gotiriir (135,138). MMP tip 2 ve 9, damar
duvarindaki tip IV kollajeni pargalarlar; timor metastazlari ile ilgilidirler; AP-1 ve NF «B ile
aktive edilirler. Resveratrol hem direkt olarak, hem de AP-1 ve NF kB yolagini bloke ederek
MMP aktivitesini azaltir (133). Resveratroliin antikanser etkisinin molekiiler diizeyde
gosterilmesinin yani sira, insanlar iizerinde yapilan klinik deneyler de bu etkinligi
dogrulamaktadir. Ornegin, 319 hastay1 kapsayan bir calismada giinliik kirmiz1 sarap tiiketimi

ile akciger kanseri gelisme riski arasinda negatif korelasyon saptanmistir (139).
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Kronik enflamasyon, kanserin yani sira, kardivaskiiler (ateroskleroz), pulmoner ve
norolojik hastaliklara da neden olmaktadir. Siklooksijenaz 2 (COX-2), arasidonik asiti
prostaglandinlere ¢eviren hiz simirlayicit enzimdir. Bu enzim proinflamatuvar sitokinler ve
onkogenler tarafindan uyarilir. Resveratrol MKP5’i uyararak ve NF «B’yi inhibe ederek
COX-2 iiretimini baskilar. Ayrica, enflamasyon ve ateroskleroz siirecinde rol alan l6kotrien 4
ve MMP iiretimini azaltir. Trombositlerin igindeki kalsiyum miktarini azaltarak trombosit
agregasyonunu inhibe eder. Ayrica, trombosit i¢indeki kaspaz 3,8 ve 9’u aktive eder ve
trombositlerde apoptozu artirir (51). Bu yollarla da aterosklerozu onler. Yapilan in vivo
calismalarda, resveratroliin serum trigliserit ve LDL-kolesterol diizeylerini diisiirdiigii ve
LDL oksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (140). Resveratrol, hem HMG-CoA reduktaz
enzimini inhibe ederek kolesterol biyosentezini azaltir, hem de HDL-kolesterol diizeyini
artirir ve ters kolesterol tasinmasini uyarir. Lipoprotein metabolizmasindaki bu etkileri de
kardiyoprotektif 6zelliklerine katkida bulunur (51).

Yaslanma: Yapilan ¢aligmalarda, RSV’nin farelerin 6mriinii uzattigi gosterilmistir.
Resveratrol bu etkisinin 6nemli bir kismini sirtuinleri ve PGC-1a (peroxisome-proliferator-
activated receptor co-activator)’y1 aktive ederek gostermektedir. Bu molekiiller mitokondrileri
uyarir ve genel hiicre metabolizmasini etkilerler (51).

Norodejeneratif hastahiklar ve iskemi: Rat hippokampal néron hiicre kiiltiiriinde
yapilan bir ¢aligmada resveratroliin Alzheimer hastaliginin (AH) patogenezinde 6nemli bir
protein olan B-amiloid peptit (BA) birikimini 6nledigi, bu amagla protein kinaz C yolagini
kullandig1 ve histopatolojik olarak da AH bulgularmi diizelttigi gosterilmistir (141). Bunun
disinda RSV noron hiicrelerini Sirt-1 aktivasyonu, apoptozun onlenmesi, ROS’un azaltilmasi
ve NF kB inhibisyonu ile de korumaktadir (142). Klinik ¢aligmalarda da haftada bir veya iki
kez igilen kirmiz1 sarabin 65 yas istii bireyleri demanstan korudugu gosterilmistir (143).
Demans diginda inme, Hunthington hastaligi, AML ve Parkinson hastaligi gibi diger
norodejeneratif hastaliklarda da RSV’nin etkinligi gosterilmistir (142). Serebral iskemi
modeli olusturulan ratlara resveratrol verildiginde, hasarin daha az oldugu ve bu etkinin Sirt-1
yoluyla ve mitokondrial “uncoupling protein (UCP2)” inhibisyonu aracilig: ile ortaya ¢iktigi
saptanmuistir (144). Hem fare kortikal ndronlart hiicre kiiltiiriinde hem de in vivo olarak I-R
inme modeli uygulandiginda, resveratroliin koruyucu etkisinin HO-1 yoluyla oldugu da

gosterilmistir (145).
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Tablo 4. Resveratrol tarafindan aktive veya inhibe edilen sinyal yolaklari (3).

Hastahk \ Hiicre sinyal yolag: \ Organ / hiicre / aktivite
Apoptozis MAP kinaz Insan meme kanser hiicre hattt MCF-11

Seramid Meme kanser hiicreleri

STAT3 ve NF kB diizenlenmesi Insan multiple myeloma hiicreleri

Protein kinazlar ve p38 kinaz Antitiimor aktivitesi

Src ve STAT3 Meme kanseri

ASK1 / JNK’nin Cdc42 aktivasyonu  Insan 16semi hiicreleri

P13K aktivasyonu Insan prostat kanser hiicreleri

AMPK Kolon kanser hiicreleri

c-Myc Medulloblastoma hiicrelerinde “downregulasyonu”

ERK p53 bagli apoptozun baslamasi

Kaspaz-3 Insan meme kanser hiicreleri

CD95 Insan tiimér hiicreleri

p53 ve PI3K/Akt Insan T-hiicre akut 16semi hiicreleri
Kanser NF kB ve Ap-1 Genler

p38, MAPK, p53 ve p21

NFq aracili MMP-9 ekspresyonu
TRAIL aracili gen ekspresyonu
STAT3

MAPK

NF «B

ATM / ATR-Chk1/2-Cdc42
Rac ve Cdc42

Enflamasyon = NF«B
IL-6 aracili ICAM-1

PI3KK / Akt / ERK aracili IL-17
TNFo
NF «B ve AP-1

Kalp AMPK
NF «B

p38 MAPK
Bcl-2
Akt / protein kinaz B

Diger Nrf2
Sirtl-AMP kinaz
AMPK
Ras
NF «B, STAT3, HIF-1a
NF-E2

Kanser hiicreleri
Hepatoselliiler kanser hiicreleri
Melanoma

Medulloblastoma hiicre hatti
Insan meme kanser hiicreleri

Kardiyovaskuler, noérolojik ve mitokondriyal
disfonksiyon
Over kanseri hiicreleri

Meme kanser hiicreleri

Glutatyon biyosentezi

Endotel hiicrelerinde gen ekspresyonu
Fare kalp fibroblast hiicreleri

Endotel hiicreleri

Fare cilt hiicreleri

HO9c¢2 kalp kast hiicreleri

Koroner arter endotel hiicreleri

HO-1 aracili mekanizma

Adenozin Az reseptor aktivasyonu
Anjiotensin-II aracili protein supresyonu

Sigara i¢imi iligkili oksidatif stres
Alkolik karaciger hastaligt
Antidiyabetik

Sirtuinleri stimule eder ve 6mrii uzatir
Transkripsiyon faktorlerini aktive eder
HO-1 gen ekspresyonu
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Resveratroliin antioksidan etkisi: Resveratrol hem serbest radikal yakalayicisidir
hem de c¢esitli antioksidan enzimlerin aktivitesini attirma yetenegi oldugu ic¢in potansiyel
antioksidandir. Resveratroliin direkt antioksidan etkisi asagida gosterilmektedir (Bu

reaksiyonda Res-(OH)3 resveratrolii, Re ise serbest radikali temsil etmektedir) (146):

Res-(OH); + Re — Res-(OH),0 + RH

Bu formiilde gosterilen resveratrol radikalinin RSV’nin aromatik halkasi iizerinde
bulundugu diisiiniilmektedir (146). Resveratroliin antioksidan etkinligini, serbest radikal
yakalama oOzelliginden daha ¢ok endojen antioksidan ve sitoprotektif enzimi uyararak
gosterdigi  saptanmustir (147). Bu enzimler arasinda stiperoksit dismutaz, katalaz,
tiyoredoksin, glutatyon peroksidaz, glutatyon-5-transferaz, glutatyon reduktaz ve HO-1
bulunmaktadir.

Resveratrol, endotel de dahil olmak iizere pek ¢ok hiicrede sirtuinl’in (Sirtl) direkt
aktivatoriidiir. Resveratrol Sirtl yoluyla NF «B’yi inhibe eder (148). Reaktif oksijen tiirleri
enflamasyon, ateroskleroz ve kanser gelisimi tizerine etkilerini NF kB’yi uyararak gosterirler.
Bu nedenle, NF «B’nin inhibisyonu RSV’nin antioksidan etkisini gosterdigi yollarindan
birisidir. Resveratrol ayrica, Sirtl’in aktivasyonu ve TNF-o’nin inhibisyonu ile mitokondride
NADPH oksidaz aktivitesini baskilar ve mitokondriyal ROS iiretimini azaltir (149).

Resveratrol, antioksidan ve sitoprotektif etkilerinin bir kismin1 Nrf2’yi aktive ederek
gostermektedir. Bu etki pek ¢ok farkli hiicre hattinda (PC12 hiicreleri, akciger epitel
hiicreleri, astrositler, hepatositler, keratinositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, koroner arter
endotel hiicreleri) ve in vivo caligmalarda gosterilmistir (4-11,150). Resveratroliin insan
endotel hiicresinde Nrf2’yi mRNA veya protein diizeyinde artirici yonde etkiledigine dair

yapilmig bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi

Arastirma, deneysel bir ¢caligmadir.

3.2. Arastirmanin yeri ve zamani
Aragtirma Haziran 2006-Ocak 2010 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Aragtirma Laboratuvari’nda (ARLAB) gerceklestirildi.

3.3. Arastirmanin evreni ve 6rneklemi/calisma gruplar:

Bu ¢alismada Once in vitro insan beyin mikrovaskiiler endotel (human cerebral
microvascular endothelia-HCMVE) hiicre kiiltiiriinde oksijen glukoz deprivasyonu (OGD) +
RGE (reoksijenasyon + ortama glukoz eklenmesi) ile oksidatif hasar modeli olusturuldu; bu
amagla ROS olusumu 6l¢iildii. Daha sonra RSV’nin olasi koruyucu etkisi test edildi. Bu
kapsamda once RSV’nin ROS olusumu iizerine, daha sonra da Nrf2 protein ekspresyonu
izerine olan etkileri degerlendirildi. Sekil 12°de deney gruplar1 gdsterilmektedir. Tiim deney
gruplarinda, gerek OGD siiresi gerekse RSV dozu i¢in degisik kosullar denendi ve ROS

Olclimii yapildi.

Deney gruplan
Kontrol grubu Resveratrol grubu
(Hasar modeli veya RSV (Sadece RSV uygulanan grup)
uygulanmayan grup)
Oksidatif hasar Oksidatif hasar + resveratrol
(Sadece OGD hasar1 uygulanan grup) (OGD hasar1 + RSV uygulanan grup)

Sekil 12. Calisgmamizda olusturulan deney gruplari OGD: oksijen glukoz deprivasyonu RSV:

resveratrol
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3.4. Calisma materyali

Arastirma materyali olarak ticari olarak iiretilen insan beyin mikrovaskiiler endotel
hiicreleri (Clonetics Corporation, ACBRI 376, Kirkland WA, USA) kullanildi. Bu hiicreler,
biiylime faktorii ve %10 serum igeren CSC Certified, CS-C Complete Medium (Cell Systems
Corporation) kiiltiir ortami iginde iretildi. Hiicre kiiltiirlerinin pasajlanmasinda PBS
(Biochrom Seromed), tripsin/EDTA ve FBS (fetal bovine serum) kullanildi. Caligmalara
baslayincaya kadar hiicre hatt1 s1v1 nitrojen tankinda (-180 °C’de) saklandi. Boliim 3.6.1.°de
tanimlanan uygulama basamaklari dogrultusunda hiicreler ¢6ziildii. Hiicreler i¢in Onerilen
ekim yogunlugu 5000 hiicre/cm® olarak uygulandi. Pasajlama sirasinda hiicrelerin kiiltiir
plaginin cidarina tutunabilmesi i¢in hiicreler yeni plaga aktarilmadan Once plak yiizeyi
ekstraselliiler matriks komponentlerini i¢ceren solusyon (CSC Certified, Attachment Factor,
Cell Systems Corporation) ile kaplandi. Hiicreler ¢o6ziildiikten sonra iiretilme asamasinda
37°C’de, %5 CO, saglayan enkiibatorde (Heraus, Hera Cell) ve yukarida tanimlanan kiiltiir
ortaminda (CSC Certified, CS-C Complete Medium) bekletildiler. Hiicrelerin sayimi ve
canliligin degerlendirilmesi i¢in tripan mavisi canlilik testi kullanildi. Kiiltiir plaklarindaki
hiicreler %80-85 sikisikliga eristiginde (yaklasik 5-9 giinde bir) tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile
kiiltiir kaplarindan kaldirilarak 1:3 oraninda pasajlandi. Tiim deneyler, hiicreler 6-9. pasajlar
arasindayken gergeklestirildi. Western blot analizleri i¢in 75 cm? lik kiltiir plaklarina, ROS
analizleri i¢in ise 96 kuyucuklu plaklara ekilen hiicreler kullanildi. Oksijen glukoz
deprivasyonu deneyleri icin Ca™ ve Mg*" igeren PBS (PBS [w/Ca™", w/Mg*"]) (fosfat tampon
tuzu: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM sodyum fosfat dibazik, 2 mM potasyum fosfat
monobazik, pH of 7.4) (Biochrom Seromed), ROS 6l¢iimii i¢in 3’- (p-aminofenil) floresin
(APF) ve 3’- (p-hidroksifenil) floresin (HPF) floresan problari (Invitrogen) kullanildi.

3.5. Arastirmanin degiskenleri

Calismanin ilk basamagi olan HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE modeli ile ROS
olusumunun incelenmesi asamasinda “bagimli degisken” ROS, “bagimsiz degisken” ise OGD
+ RGE modelidir. Daha sonra RSV nin olas1 koruyucu etkisi test edildi. Bu kapsamda 6nce
RSV’nin ROS olusumu {izerine, daha sonra da Nrf2 protein ekspresyonu iizerine olan etkileri
degerlendirildi. Bu deneylerde “bagimsiz degisken” resveratrol, bagimli degiskenler “ROS”
ve “Nrf2”dir.
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3.6. Veri toplama araclari

3.6.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi

S1v1 nitrojen tankinda saklanan hiicreler sirasiyla asagidaki basamaklar uygulanarak

¢Oziildi:

e Ekimden 6énce 1 mL/5 cm? hacimde kiiltiir ortami 37°C” de, %5 COs enkiibatoriinde
en az 30 dakika siireyle bekletildi.

e HCMVE hiicreleri 37°C su banyosunda ¢6ziildii.

e Hiicre siispansiyonu {izerine serumlu ortam eklenerek nazikce pipetaj yapildi.

e Kiiltiir plaklarinin yiizeyi “Attachment Factor” ile kapland1

e Hiicre sayimi1 yapildiktan sonra, Onceden kiiltiir ortami konmus bulunan kiiltiir
kaplarma 5000/cm? yogunlukta ekim yapildi.

e Faz-kontrast mikroskobunda (Olympus,CK40) incelenen hiicreler enkiibatore alindi.

e Kiiltiir ortam1 ekimin ertesi giinii ve ardindan iki giinde bir taze kiiltliir ortamiyla

degistirildi.
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3.6.2. Hiicre sayimi ve tripan mavisi canhlik testi
Hiicre sayimi igin “tripan mavisi canlilik testi” kullanildi. Testin ana prensibi, canli
hiicrelerin membran biitiinliigline sahip olmalar1 nedeniyle tripan mavisini ge¢irmemeleri ve
sar1 renkte goriinmeleri; buna karsin hiicre membran1 zarar gérmiis hiicrelerin ise, tripan
mavisini hiicre i¢ine almalar1 ve stoplazmanin boyanarak mavi renkte goriinmesidir (151).
Bu test i¢in uygulanan basamaklar asagida Ozetlendi ve hiicre sayimi “Thoma”
laminda yapildi:
e Once Kkiiltir plagindaki hiicreler kaldirildi. Bu amagla asagidaki basamaklar
uygulandi:
o Kiiltiir plagindan ortam uzaklastirildi.
o 25cm?lik flask igin 4 mL PBS tampon ile hiicreler yikandi.
o 2 mL tripsin eklendi ve 37°C’de enkiibatorde 2-3 dakika tripsin aktivasyonu
i¢in bekletildi.
o Tripsin, 2 mL FBS eklenerek nétralize edildi.
o Hiicreler ve ortam 15 mL’lik tiiplere alindu.
e 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij (Eppendorf, 5810R) edildi.
e (oken hiicrelere taze ortam eklendi ve pipetaj yapildu.
e Thoma lami1 hazirlandi. Lam {izerine lamel kapatildi.
e Eppendorf tiipine 1:1 oraninda %0.4’liik tripan mavisi (Sigma T-6146)
soliisyonundan eklendi. Homojenize edildi ve 6 dakika beklendi.
e Homojenize solusyondan 25 uL alinarak lam ile lamel arasina sizdirildi.
e 20-30 saniye bekletildi.
e Faz-kontrast mikroskobu (Olympus, CK40) yardimiyla canli hiicreler ve o6lii
hiicreler sayildi.
e Mililitredeki olii ve canli hiicre sayilarini belirlemek i¢in “sayilan hiicre miktar1 x
diliisyon oran1 x 10000” formiilii kullanildi (10000 sayisi, 0.1 mm? deki sayim
sonucunu 1 mL'deki sayiya doniistiirmek ve standart veri elde etmek i¢in kullanilan

bir degismezdir).
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3.6.3. Hiicrelerin pasajlanmasi
Kiiltiir plaklarindaki hiicreler %80-85 sikisikliga eristiginde (Sekil 13’te pasaja hazir
HCMVE hiicrelerinin resmi goriilmektedir) asagidaki basamaklar uygulanarak pasaj yapildi:
e Kiiltiir kabindaki eski kiiltiir ortamu steril bir pipetle ¢ekildi ve atildi.
e Kiiltiir ortaminda bulunan ve tripsinin etkisini inhibe edebilecek olan serumu
uzaklastirmak amaciyla kiiltiir kabi1 4 mL PBS tampon ile nazik¢e yikandi.
e 2 mL tripsin/EDTA eklendi ve 37°C’de enkiibatérde 2-3 dakika tripsin aktivasyonu
i¢in bekletildi.
e Tripsin, 2 mL FBS eklenerek nétralize edildi.
e Hiicrelerin yilizeyden ayrildigindan emin olmak amactyla mikroskopta kontrol edildi.
e Hiicreler ve ortam 15 mL’lik mavi kapakl tiiplere alindu.
e 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz atildi.
e Hiicre peleti 1 mL ortamla diliie edildi.
e Hiicre siispansiyonundan 20 pL alinarak eppendorf tiipiine aktarildi. Tripan mavisi
canlilik testi ile hiicrelerin sayimi yapildu.
e Kiiltiir plaklarinin yiizeyi “Attachment Factor” ile kaplandi.
e 5000/cm? olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.
¢ Enkiibatore konuldu ve ortamlari iki glinde bir degistirildi.

a)
Sekil 13. HCMVE hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobik goriintiisii (4X). a) Pasaja hazir P3

hiicreler, b) Pasaj sonrasi hiicrelerin goriiniimii
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3.6.4. Deneysel calismalar

Arastirmamizda O6nce H-R hasart modeli gelistirildi. Bu amagla OGD + RGE
kullanildi. OGD hasarinin HCMVE hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri olusumuna etkisi
arastirildi. Bu calismalara ek olarak hipoksik ortamin olusturuldugunun bir gdstergesi olarak
Western blot yontemi ile HIF -1a protein ekspresyonu arastirildi.

Ikinci basamakta resveratroliin farkli dozlarmin bu modelde HCMVE hiicrelerinde
ROS olusumu iizerine olas1 koruyucu etkileri aragtirildi.

Son olarak da resveratroliin Nrf2 protein ekspresyonu iizerine etkisi aragtirildi.

Standardizasyonun saglanmasi1 amaciyla, ayn1 deney diizeneginde ROS deneyleri 6’11
gruplar formatinda, Nrf2 ve HIF-1a protein ekspresyonu deneyleri 3°lii gruplar formatinda

caligildi. HIF-1a deneyi bir kez yapildi, diger deney diizenekleri liger kez tekrarland.

3.6.4.1. Oksijen glukoz deprivasyonu ve ROS olusumu deneyleri

Hipoksi-reoksijenasyon (H-R), I-R hasarinin in vitro kosullardaki uygulamasidir.
Endotel hiicrelerinde H-R uygulamasi ile hiicre hasar1 gelistigini gosteren pek ¢ok caligsma
mevcuttur (152-155). Bu ¢alismalarin ¢ogunlugu iskemi modeli olarak hipoksiyi uygulamakla
beraber, bazilar1 iskemi siirecinde glukoz da hiicrelere ulasamadigindan ortamdan glukozu da
uzaklastirmaktadir (oksijen glukoz deprivasyonu-OGD) (152-153). Mascerono ve arkadaslari
(152) insan koroner arter endotel hiicreleri ve insan umbilikal ven endotel (HUVE)
hiicrelerinde H-R uygulamasinda hiicre canlilifinda anlamli bir kayip olusturamazken, oksijen
glukoz deprivasyonu uyguladiklarinda hiicrelerin hipoksiye olan duyarliligmin arttigini
gozlemlemiglerdir. Therade ve arkadaslart da (153) HUVE hiicrelerinde 2 saat OGD ve
ardindan 1 saat reoksijenasyon + ortama glukoz eklenmesi (RGE) modelini kullanmiglardir.
OGD + RGE uygulamasi ile reaktif oksijen tiirlerinin baslangica gore anlamli olarak arttigini
saptamigslardir.

H-R sirasinda OGD uygulamasi ve daha sonra reoksijenasyon siirecinde ortama
glukozun da eklenmesi, viicutta hipoksi (iskemi) siireci bittiginde ve reoksijenasyon
(reperfiizyon) basladiginda oksijenin yan1 sira glukoz da hiicrelere ulasabildiginden, deneysel
modeli giiclendirmek agisindan 6nemlidir. Bu nedenle bu arastirmada H-R hasar modeli
olarak, hipoksinin yani sira, in vivo kosullara daha yakin oldugu i¢in glukozun da ortamdan

uzaklastirildigit OGD modeli kullanildi (153,156-160).
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3.6.4.1.1. “Oksijen glukoz deprivasyonu (OGD)” ve “Reoksijenasyon + glukoz eklenmesi
(RGE)” modelinin uygulamasi

Alt1 saatlik OGD uygulamasini takip eden farkli zaman araliklarindaki reoksijenasyon
siirelerine (15 dakika, 60 dakika ve 24 saat) maruz kalan HCMVE hiicrelerinde ROS
tiretiminin Sl¢iilmesi amaglandi. Calisma, normoksi (kontrol) ve “OGD + RGE grubu” olmak
tizere iki kosulda yapildi. Tiim kosullar “altili” olarak ¢alisildi ve ROS 6l¢iimleri i¢in yapilan
deneyler ti¢ kez tekrarlandi.

Deneyin baglamasindan 18 saat 6nce HCMVE hiicreleri 5000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ve her kosul 12’serli olarak siyah 96 kuyucuklu plaklara ekim yapildi (Her kosulda 6
kuyucuk APF igin, 6 kuyucuk HPF i¢in). Tiim kosullar ayr1 plaklara ekildi. Ayn1 zamanda
hiicrelerin durumunu mikroskopta degerlendirebilmek i¢in 5000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde seffaf 96 kuyucuklu plaklara da ekim yapildi. Kuyucuklara 200’er pL kiiltiir ortami
eklendi.

Hiicrelerin ekilmesinden 18 saat sonra kuyucuklardaki hiicreler mikroskopta
incelendiginde yaklasik %80 sikisik olduklar1 gozlendi. Tiim kosullarin 200’er pL olan
ortamlart ¢ekilerek uzaklastirildi. Bunun yerine, hipoksinin hiicreler iizerine olan etkisini
artirmak icin (hipoksi kosullarinda hiicrelerde dehidratasyon gelismesini dnleyecek minimum
miktarda) her kuyucuga 100’er pL olmak iizere, hipoksi (OGD + RGE) plagina PBS (PBS
[w/Ca™, w/Mg*"]), normoksi (kontrol) plagma ise “PBS [w/Ca’™", w/Mg"*] + 25 mmol/L
glukoz iceren ortam” eklendi. Bu asamadan sonra normoksi plagr 37°C’deki enkubatére
konuldu. Hipoksi plagi ise, hipoksi odacigina (Billups-Rothenberg Model MIC-101 Modular
Incubator Chamber) alindi. Hipoksi uygulamasi (%95 N, ve %5 CO, hava karisimu ile)
baslatildi ve oksijen sensorii (Billups-Rothenberg, USA) ile Olgiilen oksijen oran1 %1 in altina
diistiikten sonra 5 dakika daha hipoksi uygulandi (normoksi: pO,: %21; hipoksi: pO2: %1).
Besinci dakikanin sonunda odaciktaki oksijen miktar1 %1’in altinda idi. Daha sonra OGD +
RGE plagi, hipoksi odaciginin i¢inde yerlesik olarak, 37°C’deki enkubatore kaldirildi.

Alt1 saatlik OGD siiresi tamamlandiktan sonra tiim kosullarin ortamlar1 cekilerek
yerine 25 mmol/L glukozlu PBS [w/Ca™, w/Mg"*] konuldu. 15 dakika, 60 dakika ve 24
saatlik enkubasyondan sonra ROS 6l¢iimii yapildi.

Yapilan deneylerin akis plan1 Sekil 14’te gosterilmektedir.
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HCMVE hiicreleri 96 kuyucuklu flasklara 5000 hiicre / kuyucuk olacak sekilde ekildi

v

Hiicrelerin flasklara tutunmasi amaciyla hiicreler CS-C Complete Medium kiiltiir
ortaminda enkubasyona birakildi (18 saat)

'

Tiim kosullarin ortamlar1 degistirildi
(hipoksi kosullar1 PBS ile kontrol grubu PBS + 25 mmol/L g glukoz ile)

Deney baslatildi
Normoksi grubu OGD + RGE grubu
6 saat OGD siiresince normokside bekleme 6 saat OGD

| |

Ortamlar PBS + 25 mmol/L g glukoz ile degistirildi

¥ 4
15 dk, 60 dk, 24 saat bekleme 15 dk, 60 dk ve 24 saat RGE

! |

Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde ROS olusumu hem HPF hem de APF yontemleri
ile degerlendirildi

Sekil 14. Hipoksi-reoksijenasyon modelinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu iizerine
etkisinin incelendigi deney akis ¢izelgesi. (OGD: oksijen glukoz deprivasyonu, RGE:

reoksijenasyon + glukoz eklenmesi)

3.6.4.1.2. Reaktif oksijen tiirlerinin ol¢iimii

Endotel hiicre kiiltiirlerinde OGD + RGE uygulamasinin hiicrelerdeki ROS olusumu
ve resveratroliin ROS olusumunun iizerine etkisi floresan problar kullanilarak florometrik
yontemle degerlendirildi (161). Bu amagla, APF ve HPF problar1 kullanildi. Bu y6ntem
floresan olmayan APF ve HPF’nin 6zellikle hidroksil, peroksinitrit ve hipoklorit radikalleri ile
tepkimeye girmesi sonucu olusan parlak yesil floresansin Ol¢limii esasina dayanmaktadir.
APF ve HPF floresan problar spesifik ve 1518a maruz kaldiginda otooksidasyona direnclidir.

Bu nedenle 6l¢lim i¢in bu problar segildi.
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Deney basamaklar1 agagida verilmistir:

Deney tamamlandiktan sonra her kosula 10 uM, 2 uL APF veya HPF eklendi, plak
aluminyum folyo ile kaplandi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Kuyucuklar 200 uL PBS ile yikandi

Floresan ol¢iim igin cihaz duyarlilik ayarlart plagimizdaki en yiiksek sinyal
alinabilecek Ornege gore ayarlanarak floresan Ol¢iim araligi 15000 AU ve 25 AU
olarak uygulandu.

Fluoresans siddeti 485 nm eksitasyon ve 528 nm emisyon dalga boylarinda multiplak
okuyucuda (Synergy HT, Multi-Detection Microplate Reader, BIO-TEK Instruments
Inc, USA) dlciildii (161).

3.6.4.1.3. Resveratroliin reaktif oksijen tiirlerinin olusumu iizerine etkisinin

degerlendirilmesi

A. Resveratroliin hazirlanmasi:

-20°C’de saklanan RSV (Sigma R 5010, Stok 5 mM) sisesinden 10 mg tartild:

8.75 mL %96’lik etanol eklendi

Hazirlanan karisim 100°er pL’lik PCR tiiplerine béliistiiriilerek +4°C’de bir ay
boyunca saklandi.

Geriye kalan RSV stok sisesi -20°C’ye kaldirild:

Deneylerde kullanilacak RSV dozlar1 (0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM) deney sabahi

hazirlandi.

B. Resveratrol, oksijen glukoz deprivasyonu ve reaktif oksijen tiirleri olusumu

Deneyin baglamasindan 18 saat 6nce HCMVE hiicreleri 5000 hiicre/kuyucuk olacak

sekilde ve her kosul 12’serli olarak siyah 96 kuyucuklu plaklara ekim yapildi (Her kosulda 6

kuyucuk APF i¢in, 6 kuyucuk HPF icin). Aynm1 zamanda hiicrelerin durumunu mikroskopta

degerlendirebilmek i¢in 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde seffaf 96 kuyucuklu plaklara da

ekim yapildi. Kuyucuklara 200’er pL kiiltiir ortami eklendi.

Literaturde resveratroliin koruyucu etkisini inceleyen ¢alismalar degerlendirilerek bes

farkli dozda resveratrol, deney sabahinda hazirland1 (0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM). Daha 6nce

yapilan ROS deneylerinin sonuclari degerlendirilerek (bu sonuglar “Bulgular” boliimiinde
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verilmistir) resveratroliin ROS olusumu iizerine etkisinin degerlendirildigi ¢calismalar 6 saat

OGD + 1 saat RGE siirelerinde uygulandi. Deney kosullar1 Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Resveratroliin reaktif oksijen tiirlerinin olusumu tizerine etkisinin degerlendirildigi

deney kosullart

Kosul
Kontrol (6 saat normoksi + 1 saat normoksi) | Hipoksi (6 saat OGD + 1 saat RGE)
Kontrol Hipoksi
Kontrol + 0.1 uM RSV Hipoksi + 0.1 uM RSV
Kontrol + 1 uM RSV Hipoksi + 1 uM RSV
Kontrol + 10 uM RSV Hipoksi + 10 uM RSV
Kontrol + 50 uM RSV Hipoksi + 50 uM RSV
Kontrol + 100 uM RSV Hipoksi + 100 uM RSV

Hiicrelerin ekilmesinden 18 saat sonra kuyucuklardaki hiicreler mikroskopta
incelendiginde yaklasik %80 sikisik olduklart gozlendi. Tiim kosullarin 200’er pL olan
ortamlar1 ¢ekilerek uzaklastirildi. Bunun yerine, her kuyucuga Tablo 5’te gosterilen dozlarda
resveratrol igeren 100’er pL, hipoksi plagma PBS (PBS [w/Ca™, w/Mg™"]), normoksi
(kontrol) plagina ise “PBS [w/Ca"™", w/Mg"*] + 25 mmol/L glukoz igeren ortam” farkli pipet
uclart kullanilarak eklendi. Tiim plaklar 1 saat boyunca 37°C’deki enkubatdre konuldular. Bu
asamadan sonra normoksi plagi 6 saat boyunca 37°C’deki enkubatérde bekletildi. Hipoksi
plagi ise, hipoksi odacigina alindi. Hipoksi uygulamasi yukarida belirtildigi sekilde uygulandi
ve OGD + RGE plagi, hipoksi odaciginin iginde yerlesik olarak, 37°C’deki enkubatore
kaldirildu.

Alt1 saatlik OGD siiresi tamamlandiktan sonra tiim kosullarinin ortamlar1 ayri
pipetlerle cekilerek yerine, aym dozlarda resveratrol iceren 25 mmol/L glukozlu PBS [w/Ca’",
w/Mg**], konuldu. 60 dakikalik enkubasyondan sonra ROS &l¢iimii yapildi.

Yapilan deneylerin akis plan1 Sekil 15°te gosterilmektedir.
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HCMVE hiicreleri 96 kuyucuklu flasklara 5000 hiicre / kuyucuk olacak sekilde ekildi

\ 4

Hiicrelerin flasklara tutunmasi amaciyla hiicreler CS-C Complete Medium kiiltiir
ortaminda enkubasyona birakild1 (18 saat)

'

Tiim kosullarin ortamlar1 degistirildi ve RSV gruplarina 0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM

dozunda RSV eklendi
(OGD+RGE kosullar1 PBS ile kontrol grubu PBS + 25 mmol/L glukoz ile)

¥

1 saat beklendi
¥

Deney baslatildi

Normoksi grubu OGD + RGE grubu
6 saat OGD siiresince normokside bekleme 6 saat OGD

| !

Ortamlar PBS + 25 mmol/L glukoz ile degistirildi ve RSV gruplarina
0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM dozunda RSV eklendi

L 4 4
60 dakika bekleme 60 dakika RGE

| |

Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde ROS olusumu hem HPF hem de APF yontemleri ile
degerlendirildi

Sekil 15. Resveratrolin OGD + RGE modelinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu
izerine etkisinin incelendigi deney akis cizelgesi. (OGD: oksijen glukoz deprivasyonu, RGE:

reoksijenasyon + glukoz eklenmesi, RSV: resveratrol)
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3.6.4.2. Hipoksik kosullarin saglandiginin gosterilmesi: HIF-1a protein ekspresyonu

Calismamizda HCMVE hiicrelerinde HIF-1a 6l¢iimii igin OGD uygulamasi yapildi.
HCMVE hiicreleri her kosul 3’er adet 75 cm? (toplam 15 adet) kiiltiir plagindan olusmak
tizere bes kosulla deney yapildi. Kosullar tabloda belirtildigi sekilde ayrildi (Tablo 6).

Tablo 6. HCMVE hiicrelerinde OGD uygulamasinin HIF-1a indiiksiyonu iizerine etkisinin
degerlendirildigi deney kosullar

Kosul no Kosul Hipoksi (OGD) siiresi Plak sayisi
1 Kontrol | - 3x75 cm” plak
2 OGD 15 dakika 3x75 cm? plak
3 OGD 30 dakika 3x75 cm? plak
4 OGD 60 dakika 3x75 cm” plak
5 OGD 180 dakika 3x75 cm® plak

3.6.4.2.1. HIF-1a ekspresyonu icin oksijen glukoz deprivasyonu uygulamasi

Deney giinii mikroskopta incelenen 75 ecm?lik kiiltiir plaklarindaki hiicrelerin %80
sikigik oldugu gozlendi. Deneyden once plaklarin ortamlari ¢ekilerek yerine deney (hipoksi)
siiresince 10 mL PBS (PBS [w/Ca™", w/Mg""]) konuldu. Kontrol plaklarindaki lizatlar OGD
uygulanmadan- hemen hazirlandi. OGD uygulanacak plaklar ise hipoksi odacigina alindi ve
ROS deneylerinde anlatildig sekilde hipoksi baslatildi. Daha sonra plaklar 15, 30, 60 ve 180
dakika siireyle hipoksi odaciginin iginde yerlesik olarak, 37°C’deki enkubatdre kaldirildi. Bu

siirelerin sonunda hipoksi sonlandirildi ve hiicre lizatlar1 hazirlandi.
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3.6.4.2.2. Western blot analizi

Hem HIF-1a hem de Nrf2 protein ekspresyonlar1 Western blot analizi ile arastirildi.
Bu amagla 6nce HIF-1lo i¢in hipoksi uygulamasi, Nrf2 igin ise resveratrol ile inkubasyon
uygulandi. Daha sonra plaklardan hiicre lizat1 ile stoplazmik fraksiyonlar hazirlandi, protein
Olgimii yapildi ve SDS-PAGE elektroforezi ile Western blot analizi ve dansitometrik

inceleme yapildi. Western blot analizi akis semasi1 Sekil 16’da gosterilmistir.

HIF-1la icin Nrf2 icin
OGD uygulamasi resveratrol ile inkubasyon
¥

Hiicre lizat1 hazirlanmasi

i

Protein ol¢iimii yapilmasi

¥

SDS-PAGE elektroforezi

Sekil 16. HIF-la ve Nrf2 protein ekspresyonlarinin Western blot analizi ile

degerlendirilmesi akis semasi

A. Hiicre lizat1 hazirlanmasi

Kontrol ve yukarida belirtilen zaman dilimlerinde hipoksiye maruz kalan hiicrelerden
lizat “Biovision Hiicre Lizati Hazirlama Kiti” (katalog numarasi: K270-50, BioVision
Research Products, USA) ile hazirlandi (Tablo 7).

Tablo 7. Biovision hiicre lizat1 hazirlama kitinin igerigi

Icerik K270-50 (50 ¢calisma icin)

Cytosol Extraction Buffer (CEB) 20 mL

Membrane Extraction Buffer- A (MEB-A) | 20 mL

Membrane Extraction Buffer- B (MEB-B) | 1.2 mL

Nuclear Extraction Buffer (NEB) 10 mL
DTT (1 M) 150 uL
Protease Inhibitor Cocktail (lyophilized) 1 vial (Add 150 uL. DMSO and mix before use)
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Basamaklar su sekilde uygulandi:

Islemlere baslamadan once “Extraction Buffer Mix” (EB-Mix) hazirlandi. Bunun
icin 2 pL proteaz inhibitorii ve 2 uL DTT ayr1 ayr1 1’er mL CEB, MEB-A ve NEB
solusyonlarina eklendi ve bu ii¢ tiip buz tizerine konuldu (Tablo 7).

Hiicreler, hiicre kaziyici ile kazindi ve 700 g’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatan atildi ve buz iizerinde sogutulmus PBS eklenerek 700 g’de 5 dakika
+4°C’de yeniden santrifiij edildi.

Uzerine 1 mL sogutulmus PBS eklendi ve Eppendorf tiipiine alinarak 700 g’de 5
dakika +4°C’de santrifiij edildi. Supernatan atildu.

Pellet karistirildi. Daha sonra tizerine 200 pL sitozolik EB-Mix (CEB + proteaz
inhibitorii + DTT) eklendi ve pelletin tam olarak karigmasi i¢in pipetlendi. 10 dakika
buz tizerinde bekletildi.

Eppendorf tiipii 700 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatanlar toplandi
ve Eppendorf tiipiine konuldu (sitoplazma fraksiyonu).

Pelletin iizerine 200 pL. membran EB-Mix (MEB-A + proteaz inhibitorii + DTT)
eklendi ve pelletin tam olarak karigsmasi i¢in pipetlendi, daha sonra da 15 saniye
vortekslendi.

Bu karisima 11 pLL MEB-B eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

1 dakika buz tlizerinde bekletildi, 5 saniye daha vortekslenerek 1000 g’de 5 dakika
+4°C’de santrifiij edildi. Supernatanlar alindi (membran fraksiyonu) ve atildi.
Pelletin iizerine 100 pL nukleer EB-Mix (NEB + proteaz inhibitorii + DTT) eklendi
ve pelletin tam olarak karigmasi i¢in pipetlendi, daha sonra da 15 saniye
vortekslendi.

20 dakika buz tizerinde bekletildi ve her 5 dakikada bir 15 saniye vortekslendi.
Santrifiijiin en yiiksek hiz1 olan 21460 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi.
Stipernatanlar toplandi ve Eppendorf tiipiine konuldu (niikleer fraksiyon).

Sitoplazmik ve niikleer fraksiyon érnekleri ¢alisilincaya kadar -80°C’ye konuldu.

B. Protein ol¢iimii:

Hiicre lizatlarindaki protein diizeyleri BCA (Bicinchoninic acid) yontemi ile

belirlendi. Bu amagla Sigma marka (Kat No: BCA-1, B9643) protein analiz kiti kullanildi.

Yontemin temeli, alkali ortamda Cu+2—protein kompleksi olusumuna ve Cu®nin Cu

+1ae
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indirgenmesine (ve yesil rengin mavi-mor renge doniismesine) dayanmaktadir. Orneklerde
var olan protein miktar: indirgenmis Cu** miktari ile (ve mavi-mor renk ile) dogru orantilidir.
Olusan renk olusumu 562 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (162). Protein
Olclimii asagidaki basamaklar uygulanarak yapildi:
e Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) kullanildi. 250, 500, 1000, 1500,
2000 pg/mL olmak iizere farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.
e Standart ve 6rneklerden 25’er uL kuyucuklara eklendi.
e Tiim kuyucuklara 200 pL. BCA ve %#4’liik bakir-2-siilfat pentahidrat soliisyonlarinin
sirastyla 1:50 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan analiz soliisyonundan ilave edildi.
e 37°C de 30 dakika inkiibasyona birakildi ve 562 nm’de multiplak okuyucuda (BioTek,
Synergy marka) okundu.
e Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak protein miktarlar1 hesaplandi ve

sonuglar ug/mL olarak ifade edildi.

C. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE celektroforezinde kullanilan sodyum dodesil siilfat (SDS) 1s1 ile birlikte
denatiire etme Ozelligi tasimaktadir. SDS, proteinleri denatiire ederek primer yapida
kalmalarini saglayan anyonik deterjandir. Proteinler kii¢iik molekiil agirlikli ditiyotreitol
(DTT) ve SDS’in varliginda 1sitilarak denatiire edilir. Proteinler SDS’e sabit agirlik oraninda
baglandiklarindan, denatiire proteinler esit yik yogunluguna sahip olurlar. SDS-protein
kompleksi poliakrilamid jelinde yiiklerine gore degil biiytikliiklerine gore hareket ederler ve
hepsi negatif yliklendiklerinden dolay1 elektriksel alanda pozitif yiike dogru go¢ etme 6zelligi
gosterirler (163).

a. Elektroforez sistemi

Atto marka vertikal elektroforez sistemi, AE-6220 Dual Slab Chamber elektroforez
tank1 ve Atto marka AE 6210 2 adet Slab Gel Cast jel kalib1 (ikiser adet 1 mm’lik cam plaka,
12 kuyulu tarak ve conta) ve AE-8450 1000V gii¢ kaynagindan olusmaktadir. Calismamizda

uygulanan Western blot analizi uygulama basamaklar1 Sekil 17°de kisaca 6zetlenmektedir.

53



b. SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi

Calismalara jellerin hazirlanmasi ile baslandi. Oncelikle, 16x16 ¢cm boyutlarinda iki

cam diizlemin arasina silikonlar yerlestirilip sikistirilarak jel kalibi hazirlandi. Sizinti olup

olmadigi su ile kontrol edildi.

HIF-1a 120 kD agirliginda bir proteindir. Bu agirliktaki protein igin literatiirde

kullanilan ayirici (seperating) jel yiizdesi olan %7.5 segildi (164).

Ayirict jel hazirlanmasi igin Tablo 8’de belirtilen malzemeler ve miktarlar kullanildi.

Tablo 8. Ayirici jelin (%7.5) hazirlanmasi

Ayiricl jel (%7.5) Miktar
Akrilamid/Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 w/v) | 7.5 mL

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, %0.4 SDS 7.5mL
Saf su 15 mL
%10 (w/v) amonyum persiilfat 0.100 mL
TEMED 0.020 mL
Total monomer karisimi 30.120 mL

Ayirict jel monomer karigiminin polimerizasyonu amonyum persiilfat (APS) ve
tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenerek gergeklestirildi ve pipet yardimiyla
hazirlanan jel ¢ozeltisi iki cam arasindaki bosluga camin bir kenarindan sizdirilarak
dokiildii. Poliakrilamid jeller monomerik akrilamidin poliakrilamid zincirlerine
polimerizasyonu ve N,N’-metilen- bis akrilamid tarafindan ¢apraz baglanmasi sonucu
olugmaktadir. Polimerizasyon APS’nin eklenmesi ile baglatilir ve reaksiyon APS’den
serbest radikallerin olusmasini katalize eden TEMED ile hizlandirilir.

Jelin iist smirmin diizgiin olmasi i¢in hava ile temas eden yiizeyine izopropanol
eklendi.

45-60 dakika polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel polimerize olduktan sonra iistteki
izopropanol bosaltilip su ile yikandi.

Paketleyici jel ¢ozeltisi hazirlandi (Tablo 9) ve ayirict jelin iizerine bosaltildi.

12 kuyulu jel taragi 45°C ag1 ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iki cam arasina ve
polimerize olmamus jel i¢ine yerlestirildi.

45-60 dakika polimerize olmasi i¢in beklendi.
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Tablo 9. Paketleyici jelin (%4) hazirlanmasi

Paketleyici jel (%4) Miktar
Akrilamid/Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 w/v) | 1.3 mL
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, %0.4 SDS 25 mL
Saf su 6.1 mL
%10 (w/v) amonyum persiilfat 0.050 mL
TEMED 0.010 mL
Total monomer karisimi 9.960 mL

¢. Orneklerin hazirlanmasi
Protein Ornekleri kuyucuk basina 40 pl’de yaklasik 30 pg olacak bicimde (1:4

oraninda 6rnek tamponu ile karistirilarak) hazirlandi ve 95 °C’de 5 dakika tutuldu.

d. Jelin yiiklenmesi

Paketleyici jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartildi. iki cam arasinda bulunan
contalar cikartilarak elektroforez tanki i¢ine yerlestirildi ve 1 L running tamponu (Running
stok: Tris 15.1 g, Glisin 72 g, SDS 5 g, dH,0O 1000 mL’de) ile dolduruldu. Kuyulara protein

ornekleri ve molekiiler agirlik standardi (Fermantes Sm 0441) yiiklendi.

e. Elektroforetik yiiriitme

Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatildi ve Atto Cell iizerine elektrotlar
baglandi. Ornekler ayirici jele girinceye kadar 100 Volt gerilim uygulandi. Ornek ayirici jele
gectikten sonra ise gerilim 200 Volt’a ¢ikarildi. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna varinca

akim kesildi ve jel tanktan uzaklagtirildi.

f. Proteinlerin membrana transferi
Calismamizda yari-kuru (semi-dry) transfer teknigi kullanildi. Bu amagla, Atto marka
elektroblotlama sistemi (AE-6675 HorizBlot ve AE-8450 1000V C gii¢ kaynagi) kullanildi.
e Transferde kullanilacak polivinilidendiflorid (PVDF) membran metanol ile doyuruldu.
e 3 mm filtre kagitlar1 (1703956 Thick blot paper 15x20cm) transfer tamponu (Transfer
stok solusyonu: Tris 30.3 g, glisin 14 g, dH0, total hacim 1000 mL) ile 1slatild1.
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e Western sandvigi hazirlandi: 2 adet filtre kagidi pozitif yiiklii bloga yerlestirildi,
lizerine membran (Millipore, Immobilon P, Kat No: IPVH09120; Sigma) ardindan
poliakrilamid jel yerlestirildi. Daha sonra filtre kagitlar1 en iiste yerlestirildi.

e Bu asamalar sirasinda katlar arasinda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi.

e Negatif yiiklii blok kapatilarak 200 mAmp sabit akimda 2 saat siire ile transfer
gerceklestirildi.

e Transfer islemlerini sonlandirmak i¢in gii¢ kaynagi kapatildi ve sistemin kapagi agildi.

Membran dikkatlice alindi.

g. Bloklama

Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla bloklama yapildi. Bu amagla,
degisik siit tozu konsantrasyonlart (% 1, %2 ve %3) denenerek en uygun konsantrasyon
olarak hem HIF-1a hem de Nrf2 i¢in %3 seg¢ildi. Bu sonuglar dogrultusunda, transfer sonrasi
proteinleri baglamis olan membran, bloklama ¢ozeltisi (%3’liik siit tozu ve % 0.05’lik NP-40
iceren PBS ¢ozeltisi [1 L PBS + 250 uL NP-40]) icinde 1 saat oda sicakliginda bloke edildi.
Bu siire sonunda membran bir kez % 0.05’lik NP-40 iceren PBS ¢ozeltisi (yikama ¢ozeltisi)
ile 5 dakika siire ile yikandi.

h. Birincil (primer) antikor ile inkiibasyon

Bloklama sonrasinda membran, %]1’lik siit tozu ve %0.05’lik NP-40 igeren PBS
¢ozeltisi i¢inde 1/500 oraninda diliie edilmis Nrf2 (Santa Cruz, sc-722), HIF-1a (Santa Cruz,
sc-13515) and B-actin (Santa Cruz, sc-1615)’e kars: kullanilan primer antikor ile +4°C’de
gece boyu inkiibe edildi. Bu siire sonunda ortamdaki baglanmamis antikor 3 kez yikama

cozeltisi (%0.05 NP-40 iceren % 10 PBS) ile 10 dakika siire ile oda sicakliginda yikandi.

i. Tkincil (sekonder) antikor ile inkiibasyon:

Yikama sonrasinda membran primer antikoru taniyan sekonder antikorlarla (Donkey
anti-goat 1gG-Horseradish Peroxidase Conjugated Affinity Purified Antibody, Santa cruise,
sc-2020) 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikorlar HIF-1a igin %3 siit tozu
ve % 0.05°1ik NP-40 igeren PBS ¢ozeltisi iginde 1/3500 oraninda, Nrf2 i¢in % 1 siit tozu ve %
0.05’1ik NP-40 igeren PBS ¢ozeltisi iginde 1/5000 oraninda, aktin i¢in ise % 3 siit tozu ve %
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0.05’1lik NP-40 iceren PBS ¢ozeltisi i¢cinde 1/3500 oraninda hazirlandi. Bu siirenin sonunda

membran tekrar yikama ¢ozeltisi ile 10 dakika siire ile 3 kez yikandi.

j- ECL ile goriintiileme
Deteksiyon asamasi: Sinyalin goriiniir hale getirilmesi amaciyla ECL plus kiti

(Amersham Pharmacia Biotech, RPN 2132, Piscataway, NJ, USA) kullanildi. Sinyal

olusturma solusyonu, kit i¢indeki peroksit ve enhancer soliisyonlar1 1ml:1ml oraninda
kanistirilarak hazirlandi. Kit, horseradish peroksidaz enziminin hidrojen peroksit varliginda
substrat1 olan luminolii oksitlemesi ve luminoliin uyarilmis durumdan bazal duruma gecerken
film tlzerinde kemilliminesans 1sima olusturmasi ilkesine dayanmaktadir. Bu filmlerin
dansitometrik incelenmesi, protein diizeyinin belirtilmesini saglamaktadir.

Film asamasi: Kaset icine seffaf dosya yerlestirildi ve bu dosyanin icine membran
konuldu. Uzerine sinyal olusturma ¢ozeltisi eklendi. Kaset (Amersham, RPN 11649) icerisine
karanlik odada film (Kodak Biomax Light Film, Katolog No: 1788207) yerlestirildi. Film
banyosunda (Konica SRX-101) goriintii alindi.

k. Dansitometrik analiz
Bant yogunluklari Bio-Rad Quantity One 1-D Analysis Software programinda

degerlendirildi. Veriler 3-aktine oranlanarak standardize edildi.
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Jele 30 ng protein yiiklendi

v

Elektroforetik yiiriitme yapild1

¥

Proteinler membrana transfer edildi
(Blotlama)

v

Bloklama yapildi
HIF-1a: %3, 1 saat
Nrf2: %3, 1 saat

3 kez yikama yapildi

A\ 4

Birincil antikorla bir gece inkube edildi
HIF-1a: 1/500, %1
Nrf2:  1/500, %1
Aktin:  1/500, %1

3 kez yikama yapildi
\ 4

Ikincil antikorla bir gece inkube edildi
HIF-1a: 1/3500, %3
Nrf2:  1/5000, %1
Aktin:  1/3500, %3

A\ 4

ECL ile goriintiileme ve dansitometrik analiz yapildi

Sekil 17. HIF-1a ve Nrf2 protein ekspresyonlarin gosterilmesinde kullanilan Western blot

yonteminin uygulama basamaklari
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3.6.4.3. HCMVE hiicrelerinde Nrf 2 protein ekspresyonu:

Calismanin bu boliimiinde HCMVE hiicrelerinde anti-oksidan sistemi aktive eden bir
transkripsiyon faktorii olan Nrf 2’nin sitoplazmik protein ekspresyonunun incelenmesi ve
resveratroliin bu proteinin ekspresyonu iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Calisma
her biri 3’er adet 75 cm?®’lik plaktan olusan alt1 kosul ile gergeklestirildi (Toplam 18 adet plak
kullanildi). Deney ii¢ kez tekrarlandi (Tablo 10).

Tablo 10. Resveratroliin Nrf2 ekspresyonu iizerine etkisinin arastirildigi deney kosullari

Kosullar Plak sayisi

Kontrol (0. saat) 3x75 cm® plak
Resveratrol (10 uM) (1 saat) 3x75 cm? plak
Resveratrol (10 pM) (3 saat) 3x75 cm® plak
Resveratrol (10 uM) (6 saat) 3x75 cm® plak
Resveratrol (10 uM) (9 saat) 3x75 cm? plak
Resveratrol (10 uM) (24 saat) 3x75 cm® plak

Tabloda belirtilen sekilde her kosulda tiger adet plaga 10 mL deney ortami (PBS
[w/Ca™, w/Mg*™*] + 25 mmol/L glukoz) konuldu. Resveratrol eklenen kosullarda bu ortama
10 uM konsantrasyonda olacak sekilde resveratrol eklendi. Deney gruplar1 tabloda belirtilen
siireler boyunca 37°C’de bekletildi. Bu siirelerin sonunda enkubatdrden ¢ikarilan plaklardan
sitoplazmik ekstraktlar HIF-1o. 6l¢iimiinde anlatildigi sekilde elde edildi. Western blot

tekniginin asamalar1 da HIF-1a tayininde anlatildig: sekilde uygulanda.

3.7. Arastirma plan1 ve takvimi

Projelendirme................ Haziran 2006-Mart 2007
ROS deneyleri ............... Mayis 2007-Ocak 2008
Western blot analizleri .... Ocak 2008- Ocak 2010
Tez yazimi.......c.cccevvneeee. Ocak 2011-Kasim 2011

3.8. Verilerin degerlendirilmesi
Istatistiksel analiz, SPSS (Statistical Package of Social Science) Software 11.0’da

yapildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Ikili grup ortalamalarinin
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karsilagtirllmasinda Mann Whitney-U testi kullanildi. Gruplarin zaman i¢indeki verilerinin
degisimlerinin karsilastirilmasi “repeated measures ANOVA” ile yapildi. p<0.05 bulunmasi

anlamli olarak kabul edildi.

3.9. Arastirmanin siirhhiklari

Bu ¢alismada OGD + RGE hasarmin ROS iiretimi tizerine olan etkisi arastirildi. ROS
artisinin hiicre hasarina yol acip agmadigimin arastirilmasi igin sitotoksisite deneylerinin
(laktat dehidrohgenaz testi gibi) ve apoptoz tayininin yapilmamasi bu g¢alismanin sinirh
yonidiir.

Resveratroliin Nrf2 aktivasyonu yaptig1 ¢alismamizda gosterildi. Ancak, OGD + RGE
modelinde Nrf2 ekspresyonunu inhibe eden siRNA testlerinin yapilarak Nrf2 yolaginin inhibe
edilmesi ve resveratroliin ROS azaltici etkisinin bu yolak araciligi ile oldugunun gosterilmis

olmasi ¢aligmay1 daha gii¢lii yapabilirdi. Bu da ¢alismamizin kisith yonlerinden biridir.

3. 10. Etik Kurul onay1
Arastirma igin Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 16.02.2007
tarih ve 75 sayi ile onay alindi (Ek 1).
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4. BULGULAR:

Hipoksi uygulamasi ve HIF-1a protein ekspresyonu

HCMVE hiicrelerinde hipoksinin HIF-la protein ekspresyonu iizerine etkisinin

arastirilmasi i¢in hiicrelere 15, 30, 60 ve 180 dakika OGD uygulamasi yapildi. Daha sonra

lizatlar toplandi ve oOncelikle Sekil 18°de gosterilen standart kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak ve dilusyon faktorii ile c¢arpilarak kontrol ve deney gruplarindaki hiicre

lizatlarinda protein diizeyleri hesaplandi (Tablo 11).

2 -
E 16
S 3
D12 -
c
8
S 081 .
g . y =0,0018x

04 1 R? = 0,9822
0 T T T T ]
0 200 400 600 800 1000
BSA (ug/ml)

Sekil 18. HIF-1a protein ekspresyonlarinin gosterilmesinde kullanilan kosullarin protein

miktarlariin hesaplandigi BSA standart kalibrasyon egrisi

Tablo 11. Farkli siireler boyunca oksijen glukoz deprivasyonu uygulanan kosullarin hiicre

lizatlarinin ortalama protein diizeyleri

Gruplar

Protein diizeyleri (ng/mL)

Kontrol sitoplazma / nukleus

856.5 / 5995

15 dakika sitoplazma / nukleus

891.1/6731.3

30 dakika sitoplazma / nukleus 831.3/5139.7
60 dakika sitoplazma / nukleus 1482.7 /5013.1
180 dakika sitoplazma / nukleus 737.6 /5538.0
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Oksijen glukoz deprivasyonu uygulanan HCMVE hiicrelerinde hipoksinin, HIF-1a
protein ekspresyonunu 15. dakikada indiikledigi tespit edildi (Sekil 19). HIF-1o ekspresyonu
30. dakikada daha da artt1 ve 30. dakikadan itibaren nukleusta da goriilmeye baslandi. 60.
dakikadan itibaren azalarak 180. dakikaya kadar devam etti.

0.dk 0.dk 15.dk 15.dk 30.dk 30.dk 60.dk 60.dk 180.dk 180.dk

B T T oo
. ) o (120 kD)
S n S n S n S n S n

Sekil 19. Hipoksi ile indiiklenen HIF-1a transkripsiyon faktorii ekspresyonu (s: sitoplazmik

ornek, n: niikleer 6rnek)

Oksijen glukoz deprivasyonu uygulamasi ve reaktif oksijen tiirleri

HCMVE hiicrelerinde H-R hasarinin (OGD + RGE uygulamasi) ROS olusumuna
etkisini arastirmak i¢in 6 saatlik OGD uygulamasin takiben 15 dakika, 60 dakika ve 24 saat
stirelerle RGE uygulandi. HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygulamasini izleyen RGE nin
60. dakikasinda APF ve HPF problariyla ayr1 ayr1 6l¢iimlenen ROS’un anlamli olarak arttigi
gozlendi (sirasiyla p degerleri; 0.004 ve 0.016) (Tablo 12 ve Sekil 20).

Normoksi kosullarinin (6 saat OGD, 6 saat OGD+ 15 dakika RGE, 6 saat OGD+60
dakika RGE, 6 saat OGD+24 saat RGE) ve hipoksi kosullariin (6 saat OGD, 6 saat OGD+
15 dakika RGE, 6 saat OGD+60 dakika RGE, 6 saat OGD+24 saat RGE) zaman ig¢indeki
ROS degisimlerinin APF ile ol¢iimlerinde anlamli fark saptandi (normoksi p=0.009 ve
hipoksi p=0.002). HPF ile ol¢limlerde ise hipoksi kosullarmin zaman i¢indeki degisimi
anlamli idi (6 saat OGD, 6 saat OGD+15 dakika RGE, 6 saat OGD+60 dakika RGE, 6 saat
OGD+24 saat RGE) (hipoksi p=0.014). Normoksi kosullarinin zaman igindeki degisiminde
anlaml fark saptanmadi (p=0.706).
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Tablo 12. HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE (oksijen glukoz deprivasyonu + reoksijenasyon

ve glukoz eklenmesi) uygulamasi ile oOlgiilen reaktif oksijen tiirleri degerleri (Ortalama +

standart sapma). Degerler floresan intensite olarak verildi

Normoksi Hipoksi
Kosullar APF HPF APF HPF p*
6 st OGD 3391.8+223 | 21774.6+£3400 1649.3+194 | 16733.0+1446 | 0.004/0.423
6st OGD + 15 dk RGE | 3741.3+508 | 13309.1+1656 1194.1+79 12745.6+3609 | 0.004/0.749
6 st OGD + 60 dk RGE | 2208.5+116 | 15024.5+1861 | 7446.0+1404 | 50784.1+11106 | 0.004/0.016
6 st OGD + 24 st RGE 2770.8+100 | 15514.0+1976 1891.1+88 9902.6+1328 | 0.004/0.025

p*: APF oOlglimleri aras1 fark / HPF 6l¢iimleri arasi fark.

(Deneyler 3 kez tekrarlanmis ve birinin sonucu verilmistir).

10000 -

9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -~

Floresan intensite

0 6 saat OGD

I 6 saat OGD + 15 dakika RGE
B 6 saat OGD + 60 dakika RGE
0 6 saat OGD + 24 saat RGE

APF

>

Normoksi ‘

APF

Hipoksi

70000 -~

60000 -
50000 -
40000 H
30000 -
20000 -
10000 -

Floresan Intensite

(3 6 saat OGD

D 6 saat OGD + 15 dakika RGE
M 6 saat OGD + 60 dakika RGE
0 6 saat OGD + 24 saat RGE

Normo

w

HPF

ksi ‘

HPF

Hipoksi

Sekil 20. Oksijen glukoz deprivasyonu uygulamasinin HCMVE hiicrelerinde reaktif oksijen

tiirleri olusumu tizerine etkisinin grafikle gosterilmesi. A: APF ile (*p:0.004), B: HPF ile (#p:

0.016) olgtim degerleri.
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OGD uygulamasinda resveratroliin ROS olusumu iizerine etkisi

HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygulamasini izleyen RGE’nin 60. dakikasinda
APF ve HPF problariyla ayr1 ayri dlgiimlenen ROS’un anlamli olarak arttigi gozlendi. Bu
nedenle resveratroliin farkli dozlarinin ROS olusumu iizerine etkisinin incelenmesi ic¢in bu
zaman araligi (6 saat OGD + 60 dakika RGE) kullanildi. Kontrol OGD + RGE grubu ile
karsilastirildiginda RSV nin kullanilan tiim dozlarinin ROS {iretimini anlamli olarak azalttig1
saptandi (Tablo 13 wve Sekil 21). Normoksi gruplarinda ise kontrol grubuyla
karsilastirildiginda farkli dozlardaki RSV kullaninminin ROS {iretimi {izerinde anlamli farka

yol agmadig1 saptandi (Tablo 13).

Tablo 13. HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE uygulamasi ile reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu ve resveratroliin koruyucu etkisi (Ortalama + standart sapma). Degerler floresan

intensite olarak verildi

APF HPF

Kosullar Normoksi OGD+RGE Normoksi OGD+RGE p*
Kontrol 1062+ 770 | 143324510 | 12428+2591 | 51420+ 1469 | 0004
RSV (0.1 pM) 2686+ 755 | 1378+786 | 18508 +2682 | 9247+1738 | 004
RSV (1 pM) 2794+ 666 | 1162+ 1007 | 19649+2596 | 10422 +1196 | 00
RSV (10 uM) 2528+ 748 | 1444+727 | 19828+2785 | 9616+ 1351 0.004
RSV (50 uM) 2588+ 518 | 1516+ 545 | 17239+3125 | 11421+1115 | 004
RSV (100 uM) 1769+ 916 | 2307+730 | 16457+2335 | 14868+1397 | 004

*p: Istatistiksel degerlendirme APF ve HPF olciimlerinde ayr1 ayr1 yapildi.

**Kontrol normoksi ve kontrol OGD arasindaki fark

***Kargilastirma, kontrol OGD + RGE (oksijen glukoz deprivasyonu + reoksijenasyon ve glukoz

eklenmesi) grubu ile RSV eklenen OGD + RGE gruplar1 arasindaki fark olarak verildi.

(Deneyler 3 kez tekrarlanmis ve birinin sonucu verilmistir).
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Sekil 21. HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE uygulamas: ile reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu ve resveratroliin koruyucu etkisinin grafikle gosterilmesi. A: APF ile, B: HPF ile

Olctim degerleri. (p degerleri tabloda verilmistir)



Resveratroliin Nrf 2 protein ekspresyonu iizerine etkisi

Resveratroliin  Nrf2 protein ekspresyonu {izerindeki etkisini saptamak amaciyla

HCMVE hiicreleri 1, 3, 6, 9 ve 24 saat siirelerle 10 uM resveratrol ile muamele edildi. Daha

sonra tim kosullarin lizatlar1 topland1 ve Sekil 22°deki standart kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak kontrol ve deney gruplarinda hiicre lizatinda protein diizeyleri hesaplandi

(Tablo 14).
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Sekil 22. Nrf2 protein ekspresyonlarinin gosterilmesinde kullanilan kosullarin protein

miktarlariin hesaplandigi BSA standart kalibrasyon egrisi

Tablo 14. Farkli siireler boyunca resveratrol (10 uM) ile inkube edilen kosullarin hiicre

lizatlarinin ortalama protein diizeyleri

Gruplar Protein diizeyleri (ng/mL)
Kontrol 1044.2 £+ 20.1

1 saat 1080.1 + 18.6

3 saat 1090.0 £ 6.5

6 saat 1093.1 + 13.8

9 saat 1033.6 £ 15.7

24 saat 968.8 + 18.9

66



HCMVE hiicreleri farkli saat siirelerince 10 uM resveratrol ile muamele edildiginde
birinci saatte sitoplazmada Nrf2 ekspresyonunun arttigi, 3. saatten itibaren bandin azalarak 9.

saatten itibaren kayboldugu saptandi (Sekil 23 ve Sekil 24).

e " > Nrf2 (100 kDa)

S S S e e S| > Aktin (46 kDa)
Kontrol 1. saat 3. saat 6. saat 9. saat 24, saat

Sekil 23. Resveratrol uygulamasimi takip eden farkli saatlerde elde edilen sitoplazmik

orneklerde Nrf2 protein ekspresyonu (Deney 3 kez tekrarlanmis ve birinin sonucu verilmistir)

8,0 -
7,0
6,0
5,0
4.0
3,0
2,0
1,0 : ‘
00 B . i b . . e G .
Kontrol 1.saat 3.saat 6. saat 9.saat 24.saat

o

z+

Nrf2/Aktin

ok

B

Gruplar

Sekil 24. Kontrol grubu (resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve farkl siirelerde 10

UM resveratrol ile muamele edilen gruplarin Nrf2 Western blot spotlarinin dansitometrik

analizi. Bulgular Nrf2’nin dansitometrik 6l¢iimiiniin B-aktine oran1 seklinde verilmistir.
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5. TARTISMA
Bu ¢alismada HCMVE hiicrelerine 6 saat OGD + 1 saat RGE uygulandiginda ROS

iiretiminde anlamli artis saptanmis ve resveratroliin farkli dozlar1 ile (0.1, 1, 10, 50 ve 100
uM) hiicreler inkube edildiginde ROS anlamli olarak azalmistir. Ayrica, 10 uM resveratroliin

Nrf2 protein ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir.

Serebral mikrovaskiiler endotel hiicreleri ve 6nemi

Calismamiz insan serebral mikrovaskiiler endotel hiicreleri ile yapilmistir. Farkli
organlarin damar yataklarin1 déseyen endotel hiicrelerinin yapilar1 ve hipoksi karsisindaki
davraniglar1 farklidir (12,165-167). Serebral endotel hiicreleri oldukca farklilasmis, sadece
kan-beyin bariyerinde bulunan ve diger endotel hiicrelerinde goriilmeyen 6zel yapi ve
biyokimyasal Ozelliklere sahip olan bir hiicre tipidir (168,169). Diger vaskiiler yapilari
doseyen endotel hiicrelerinden ¢ok daha fazla mitokondri icerir ve dolayisi ile kan beyin
bariyerini koruyabilmek i¢in daha yiliksek metabolik hiza sahiptir (170). Bu nedenle, oksijen
ve glukoz yoksunluguna diger endotel hiicrelerinden daha hassastir. Beyinin hipoksik kalmasi
akut beyin hasari yapmasinin yani sira, dejeneratif hastaliklarin ortaya g¢ikmasia da yol
acmaktadir (171,172). Hipoksi tarafindan baslatilan olaylar zincirinin néron fonksiyon
bozuklugu veya Oliimiinii hangi mekanizmalarla gergeklestirdigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, merkezi sinir sisteminin genel dolasimla baglantisin1 kuran ve
hipoksi uyarisini almak i¢in sensor gorevi goren endotel’in, bu mekanizmalarda anahtar rol
oynadig diisliniilmektedir (12,173).

Merkezi sinir sisteminin dejeneratif ve iskemik hastaliklarinda parankimde oldugu gibi
endotel hiicresinde de ¢ok sayida biyokimyasal ve fonksiyonel degisiklikler olmakta, pek ¢ok
proteinin ekspresyonu artmakta veya azalmaktadir. Ornegin, yapilan in vitro ¢alismalarda
hipoksik kosullarda serebral endotel hiicrelerinde HIF-la ekspresyonunun arttigi (12,174,
175), beyin 6demi ile iliskili olan Ca’" kanallarin1 regule eden sulfanilure (SUR-1)
reseptorlerinin protein ve gen (Abcc8) diizeylerinin arttigit ve bunu HIF-lo artisinin
indiikledigi gosterilmistir (174). Farkli calismalarda farelerde iskemi modeli olusturuldugunda
serebral endotel hiicrelerinde enflamasyonun anahtar diizenleyicisi olan NF kB aktivitesinin
uyarildig1 (176); kan beyin bariyerinde Na-K-Cl ko-transport proteininin aktivitesinin arttig1
ve bunun da p38 ve JNK MAPK sistemlerinin aktivasyonu sonucu gergeklestigi saptanmistir

(177). Iskemi, yeni damar olusumunu da uyarmakta ve bu amagla endotel hiicrelerinde pek
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cok sinyal yolagi ve proteinler etkilenmektedir. Farelerde iskemi modeli olusturuldugunda,
iskemi sinirindaki endotel hiicrelerinde proliferasyonun ve yeni damar olusumunun gostergesi
olarak fibronektin, a5B1 ve avp3 integrinlerin ekspresyonlarmin arttigi (178); ayrica
anjiyopoetin-2 ve MMP-2 protein diizeylerinde de artis oldugu gosterilmistir (175). Biitiin bu
verilere dayanilarak, hipoksi sirasinda beyin endotel hiicrelerinde ortaya ¢ikan etkilenmeyi
anlamanin, beyinde hipoksinin yol actig1 hasari tespit edebilmek i¢in biiylik 6nem tasidigi
belirtilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda insan serebral endotel hiicreleri kullanilmis, OGD
+ RGE modelinin bu hiicrelerde ROS artisina yol agip agmadigi ve resveratroliin ROS

tizerindeki etkisi literatiirde ilk kez incelenmistir.

HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE hasari olusturulmasi ve ROS’un degerlendirilmesi
Bu ¢alismada in vitro HCMVE hiicrelerinde, OGD + RGE modelinin optimum

kosullart belirlenerek uygulandi. Reaktif oksijen tiirlerinin tespiti i¢in uygulanan zaman

noktalar1 literatiirdeki c¢alismalar g6z Oniine alinarak belirlendi ve laboratuvarimizdaki

(ARLAB) calisma kosullarina gore optimize edildi.

A. Hipoksi uygulamasi ve HIF-1a.:

HIF-1a, tim memeli hiicrelerinde bulunan ve hipoksiye hiicresel yanitta anahtar rol
oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (16). Hiicre, normoksi kosullarinda iken (%21 oksijen)
sitoplazmadaki HIF-1o hizla yikima ugrar; buna karsin, ortamdaki oksijen konsantrasyonu
%S5’e distiiginde yikimi yavaslar (23,24). Hipoksinin siddeti arttikga ve anoksi gelistikge
(9%0.1 oksijen) HIF-1a protein diizeyi de artmaktadir (23,179). Bu nedenle HIF 6lgtimii in
vitro c¢alismalarda hipoksik kosullarin saglandiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Caligmamizda da ortamin hipoksik kaldiginin hiicre diizeyinde gosterilmesi amaciyla HIF-1a
protein ekspresyonu arastirildi.

Literatiirde farkli hiicre tiirlerinde yapilan ¢alismalarda farkli siireler boyunca hipoksi
uygulanmis ve HIF-1o’nin ekspresyonunda artma gosterilmistir. Serebral inme modellerinde
ve serebral endotel hiicrelerinde de yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir. Luo J ve arkadaslari,
ratlardan elde ettikleri serebral endotel hiicrelerini hipoksiye maruz biraktiklarinda nukleer
ekstraktlarda 30. dakikada HIF-la protein ekspresyonunda artma tespit etmislerdir (12).
Hipoksi devam ettikce 2 ve 4. saatte bu artis devam etmis, reoksijenasyonun 2. saatinde

diisme gostermistir (12). Grammas ve arkadaslar1 fare serebral endotel hiicrelerini 4-6 saat
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stirelerle hipoksiye maruz biraktiklarinda, 4. saatte sitoplazmik HIF-1a protein
ekspresyonunda artma tespit etmigler ve 6. saatte kontrol grubundan fazla olmakla beraber,
protein miktarmin belirgin olarak azaldigini saptamislardir (175). Gonsalves ve arkadaslar
trasnforme HCMVE hiicrelerine 8 saat hipoksi uygulamasi yaptiklarinda niikleusta HIF-1a
protein ekspresyonunda artig saptamiglaridir. Bu ¢alismada sitoplazmik protein ekspresyonu
incelenmemistir (180). Patak ve arkadaglari immortalize HCMVE hiicrelerine hipoksi
uyguladiklarinda hipoksinin 4. saatinde sitoplazmada HIF-1o protein ekspresyonunda artma
saptamislar ve 16. saatte bandin kayboldugunu gostermislerdir (181). Ayrica, ¢alismalarinda
hiicre kiiltiirindeki sikisiklik (konfluensi) diizeyi arttikga (%50 ve %90) HIF-low protein
ekspresyonundaki artisin daha belirgin oldugunu saptamiglardir (181). Bu durum hiicre sayis1
arttikca ortamda kalan oksijenin daha cabuk tiiketilmesi sonucu ortaya c¢ikmis olabilir.
Calismamizda ise HCMVE hiicrelerine 15, 30, 60 ve 180 dakika boyunca OGD uygulanmis;
HIF-1a ekspresyonunun 15. dakikadan itibaren sitoplazmada arttig1 ve 30. dakikadan itibaren
nukleusta da goriilmeye baslandigi saptanmistir. Bu bulgular g¢alismamizda hipoksik

kosullarin saglandigin1 gostermektedir.

B. OGD + RGE modelinin uygulanmasi ve ROS 6l¢iimii:

Bu arastirmada ROS o6l¢limii i¢in APF ve HPF problar kullanildi. Reaktif oksijen
tiirlerinin 6l¢iimiinde elektron spin rezonans, kemiliiminesans ve floresans olgiimleri gibi
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Floresans oOl¢limii, duyarliligi ve deneysel uygunlugu
acisindan biitiin yontemlerin {stiindedir. Floresan prob olarak APF, HPF, diklorofloresin
diasetat (H.DCFDA) ve dihidrorodamin 123 kullanilabilmektedir. Rutinde hiicre i¢i ROS un
Ol¢iimiinde en sik kullamilan HpoDCFDA probudur, ancak nonspesifiktir ve kendiliginden
okside olabilmektedir. Floresan olmayan H;DCFDA’nin ROS skalast genistir (peroksil,
hidroksil, peroksinitrit anyonu gibi). APF ve HPF floresan problar1 ise bu probdan daha fazla
spesifik ve stabildir, reaksiyonlar1 daha siirlidir ve 1518a maruz kaldiginda otooksidasyona
daha direnglidir. Her iki prob; hidroksil radikali, hipoklorit ya da peroksinitrit radikali ile
reaksiyona girinceye kadar floresans 6zellik gostermemekte, oksidasyon sonucu ise hem HPF
hem de APF parlak yesil floresans vermektedir (161,182). Calismamizda her iki prob
kullanilarak c¢alisilan ROS degerlerinin birbiriyle uyumlu oldugu saptandi.

Calismamizda, OGD modeli ile 6 saatlik hipoksi (OGD) ve 1 saatlik reoksijenasyon

(RGE) siirelerinde, normoksi kosullarindaki hiicrelerle karsilastirildiginda, deney grubunda
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anlamli ROS artis1 saptandi. Serebral endotel hiicrelerinde glukoz deprivasyonu ve H-R hasar
modelinin kullanildig1 ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir (183-186). Bunlardan biri, Zhang
ve arkadaglarinin yaptigi ve HCMVE hiicrelerinde “OGD + Reoksijenasyon” modelinin
uygulandig1 ¢alismadir (183). Bu ¢alismada hiicrelere 6nce 4, 6 ve 3+3 saat (1 saat aralikli
olarak 3’er saat) hipoksi uygulanmis, sonra hiicreler, 8§ saat OGD ve ardindan 20 saat
reoksijenasyon’a maruz birakilmiglardir. Bu ¢alismada apoptotik hiicre 6liimii ve siirvivin
aktivasyonu ve baglangicta uygulanan hipoksi siirelerinin bu parametreler lizerine etkileri
arastirilmistir. Calismamizda bu ¢alismadan farkli olarak baslangigtaki hipoksi uygulamasi
kullanilmamistir- uyguladigimiz hipoksi modeli farklhidir. Ayrica c¢alismamizda farkli
stirelerde reoksijenasyon ile ROS iiretimi lizerine olan etkiler incelenmistir. Diger bir ¢alisma
ise Bresgen ve arkadaglarinin domuz serebral endotel hiicrelerinde 24 saat hipoksi ve 4 saat
reoksijenasyon uygulamasi ile yaptiklar: ¢alismadir (184). Bu ¢alismada deneyin bir kisminda
glukoz deprivasyonu da uygulanmis, sonuclar glukoz eklenmis kontrol hiicreleriyle
karsilastirilmistir. Arastirmacilar bu c¢alismada, hem domuz (A9/B12) hem de rat endotel
hiicrelerinde (GP-8) hipoksi reoksijenasyonu takiben 0, 2 ve 24. saatlerde, kontrol grubuna
gore LDH saliniminda anlamli fark saptamamislardir. Ayrica, hiicreleri mikroskopik olarak
incelediklerinde de hipoksi reoksijenasyonu takiben morfolojik degisiklik gérmemislerdir.
Ancak ortam aglisemik oldugunda apoptotik hiicrelerde anlamli artis ve mitotik indekste
azalma goriilmiis ve agliseminin hipoksinin sitotoksik etkisinin belirginlestirdigi sonucuna
varilmistir. Ugiincii calisma Guo ve arkadaslar tarafindan yapilan ve fare serebral endotel
hiicrelerine 6 saat OGD + 24 saat RGE (5.5 mmol/L glukoz) uygulanan calismadir. Bu
calismada hiicrelere onceden uygulanan Gstradioliin RGE’nin 24. saatinde LDH ile tespit
edilen hiicre 6liimiinii %52 oraninda azaltti§i saptanmistir (185). Dordiincii ¢alisma Lok ve
arkadaslar1 tarafindan HCMVE hiicreleri ile yapilmistir. Bu ¢alismada 8 saat OGD ve 16 saat
RGE uygulanmig; deneyden 1 saat dnce ortama glutatyon prekursorii olan gama glutamil
sistein etil ester eklenen grubun MTT ile degerlendirilen hiicre canlilik oran1 eklenmeyenlere
gore artmis ve normoksi grubunun %g81’ine ulasmistir (186). Calismamizda insan serebral
endotel hiicreleri kullanilmig, OGD + RGE modeli uygulanmis ve bu modelde ROS artis1
tespit edilmistir. Yukarida ad1 gegen ¢alismalarda ise ROS 6l¢limil yapilmamistir. Caligmamiz
HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE uygulamasi sonras1t ROS 6l¢iimiiniin degerlendirildigi ilk

caligmadir.
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Calismamizda deney siiresince kiiltiir ortam1 olarak Ca™* ve Mg™" iceren PBS (fosfat
tampon tuzu: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM sodyum fosfat dibazik, 2 mM potasyum
fosfat monobazik, pH of 7.4) kullanildi. Literaturde yapilmis olan ¢alismalarda oksijen glukoz
deprivasyonu uygulamalarinda glukoz igermeyen HBSS veya “Dulbecco’s modifiye Eagle”
ortami gibi kiiltiir ortamlarinin yani sira farkli tamponlanmis tuz solusyonlari da yaygin olarak
kullanilmistir. Iijima ve arkadaslar1 primer hippokampal hiicre kiiltiirinde OGD uygulamislar
ve bu amagla “glukoz icermeyen HEPES-buffered saline” (130mMNaCl, 5.5mMKCI,
1.8mMCaCl2, 1.0mMMgCIl2, 20mM HEPES buffer: pH 7.4) kullanmislardir (187). PC12
hiicreleri ile yapilan bir calismada glukoz igermeyen Earle’s balanced salt solution (EBSS)
(dengelenmis tuz ¢ozeltisi) kullanilmigtir (188). Yine hippokampal hiicre kiiltlirlinde Krebs—
Ringer bicarbonate buffer (KRB) (mM): 122 NaCl, 3 KCI, 1.2 MgS0O4, 1.3 CaCl2, 0.4
KH2PO4, 25 NaHCO3 kullanilmistir (189). Guo ve arkafdaslar1 ise fare serebral endotel
hiicre kiiltlirtinde glukoz icermeyen dengeli tuz solusyonu (BSS0.0) (mmol/L): NaCl 116;
CaCl2 1.8; MgS04 0.8; KCI 5.4 NaH2PO4 1; NaHCO3 14.7 ve HEPES kullanmislardir
(185). Bu nedenle, g¢alismamizda kullandigimiz tamponlanmis tuz solusyonu, modelin
gerceklestirilmesi icin uygun olan bir kiiltiir sivisidir.

Calismamizda, reoksijenasyon agamasinda ortama 25 mmol/L glukoz da eklenmis ve
boylece in vivo kosullardaki reperfiizyon siirecine daha yakin bir model elde edilmistir.
Literatiirde hasar modeli olarak OGD + RGE modelini kullanan ¢alismalar yapilmistir. HUVE
hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada, 2 saat siireyle OGD uygulandiginda ROS degerinde artis
olmazken, sonrasinda 1 saatlik RGE uygulamasiyla ROS diizeyinde (baslangica gore %115)
artis saptanmustir (153). Hiicreler oksijen ve glukoz deprivasyonu oldugunda, enzim
aktivitelerinde, mitokondrial islevlerinde, hiicre iskelet yapilarinda, membran transportu ve
antioksidan defans sistemlerinde spesifik degisikliklere giderler. OGD sirasinda hiicrelerde
gerceklesen degisikliklerin  hepsi reoksijenasyon hasarinda rol oynayan faktorler
olabilmektedir (153,190). Hipoksi sirasinda hiicresel fonksiyonlar iizerine etkili olan
transkripsiyon faktorlerinden biri HIF-1a’dir. Hipoksi, pek c¢ok hiicrede HIF-la’nin
ekspresyonunu artirmakta ve bu artis da hiicreyi hipoksi hasarindan koruyan glukoz
transporterlari, glikolitik enzimler, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, eritropoetin gibi bazi
faktorlerin mRNA transkripsiyonunu indiiklemektedir (191). Calismamizda OGD

uygulamasindan sonra anlamli ROS artis1 olmamasi ve ortama oksijen + glukoz eklendiginde
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bu artigin ortaya ¢ikmasi, hem hipoksinin hem de hipogliseminin hiicrelerde endojen savunma
mekanizmalar1 gelistirmesiyle iliskili olabilir.

Glukoz deprivasyonu da hiicre hasarinin gelismesi i¢in bir risk faktoriidiir. Kardiak
fibroblast hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, hipoksi olmadan sadece glukoz deprivasyonu
oldugunda bile hiicrede ROS olusumunun arttigi ve ortama glukoz (3 g/litre) eklenmesinden 1
saat sonra hem oksijenaz 1 ve siklooksijenaz 2 enzim ekspresyonlarinin arttig1 gosterilmistir
(192). Bizim ¢alismamizda da reoksijenasyon asamasinda ortama yiiksek dozda glukoz
eklendiginde (25 mmol/L) anlamli ROS artis1 saptandi. Ortama fizyolojik dozlarda glukoz
eklenmesi, glikolitik yolu kullanan hiicre kiiltlir ortaminda normoglisemi saglayamadigindan
hipoglisemi gibi hiicrede endojen korunma mekanizmalar1 gelistirebilir ve reperfiizyon
asamasinda ortaya c¢ikan hasar1 olusturmayabilir. PC12 hiicrelerinde serebral inme modelinin
gelistirilmesi amaciyla yapilan ve bu amagla OGD + RGE modeli kullanilan bir ¢calismada 1-8
saat OGD, 6-96 saat reoksijenasyon ve bu asamada da 0-10 mg/mL glukoz konsantrasyonlari
denenmis; 6 saatlik OGD siiresini takiben 24 saatlik reoksijenasyon uygulandiginda ve
reoksijenasyon asamasinda ortama 4-6 mg/mL glukoz eklendiginde optimal hasar modeli
olusturuldugu belirtilmistir (193). Bu ¢alismayla uygun olarak, ¢alismamizda da 6 saatlik
OGD siiresini takiben reoksijenasyon agamasinda, hiicrelere ulasan oksijenin yani sira, ortama
25 mmol/L (4.5 mg/mL) glukoz eklendiginde 60. dakikada ROS artigi saptanmaistir.

Reaktif oksijen tiirleri, hiicre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan; hiicre islevlerini
olumsuz yonde etkileyen, biyolojik molekiillere zarar vererek apoptotik ya da nekrotik hiicre
Olimiine neden olan maddelerdir (194). Apoptozis; diizenli DNA yikilmas1 ve niikleusun
fragmantasyonu, plazma membran biitiinliigliniin korunmasit ve apoptotik cisimciklerin
olugmas1 ile karakterizedir. ATP bagimlhidir. Apoptotik hiicrelerin fagositler tarafindan
alinmasim1 kolaylastirmak amaciyla plazma membraninin {izerinde fosfotidil serin gibi
molekiiller agiga ¢ikar. Iimmun cevabi baskilamak igin de, lizofosfotidil kolin gibi molekiiller
salinir. Programlanmis ve aktif hiicre o6liimii olan apoptozun tersine, nekrozda kontrol
edilmemis, patolojik ve diizenli olmayan bir 6liim sekli s6z konusudur. Hiicre organelleri
siser, plazma membranin bitiinliigli kaybolur ve hiicrenin ATP iiretimi bozulur. Nekrotik
hiicre 6liimii sicak, soguk, mekanik kuvvet gibi fizyolojik olmayan kosullarda meydana gelir
ve bu da nekrozun programlanmamis hiicre Sliimii oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Oksijenin varliginda hiicreler devamli olarak ROS olustururlar. ROS’un artmasi oksidatif

strese neden olur, hiicre i¢ci molekiillere ve organellere zarar verir ve nekrozla sonuglanir.
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Hiicrede ROS’un ana kaynagi mitokondridir. ROS’un artmasi DNA’ya zarar verebilir (DNA
ipliklerini ayirir, DNA-protein ¢apraz baglanmasi ve piirinlerin oksidasyonuna neden olabilir)
ve lipidleri modifiye eder. Doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglar ROS’un hedefidir. Lipid
oksidasyonu hem plazma membraninin hem de hiicre i¢i membranlarin (lizozom,
endoplazmik retikulum gibi) biitiinliiglinlin kaybina ve bu da proteazlarin hiicre igine
sizmasia ya da Ca*® nun girisine neden olmaktadir. ROS’un diger bir hedefi siilfidril bagh
proteinler ya da siilfiir iceren aminoasit kalintilaridir. ROS disiilfid baglarina etki edebilir ve
stilfidril baglantilarini yikabilir; bdylece proteinlerin fonksiyonunu degistirir. ROS un aracilik
ettigi protein modifikasyonlari Ca*® kanallarinda degisiklik yaparak nekroza neden
olabilmektedir. Hem endoplazmik retikulum hem de plazma membrani1 Ca*? kanallar1 ROS’la
etkilenmekte, Ca*? akis1 sonucunda nekroz tetiklenmektedir (195).

H-R hasarinda artan reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel fonksiyon bozukluguna yol
actig1 gosterilmistir (153). Organ ya da hiicre tipine bagli olarak c¢esitli enzimler ROS
olusumuna yol acabilmektedir (196). Calismamizda HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD
uygulamasini takiben farkli reoksijenasyon siireleri uygulandiginda, reoksijenasyonun 60.
dakikasinda ROS artisinin anlamli oldugu saptandi. Literatiirde yapilan ¢ok sayida in vivo ve
in vitro c¢alismada farkli hasar modelleri ile farkli tip doku veya hiicrelerde ROS artisi
gosterilmistir. Kardiak fibroblast hiicrelerinde glukoz deprivasyonu ile 30 dakikada, pulmoner
arter endotel hiicrelerinde hipoksi ile 20 dakikada, PC12 hiicrelerinde ise, hiperoksiden sonra
hipoksinin 3. saatinden itibaren ROS’un anlamli olarak arttigi saptanmistir (192,197,198).
Primer rat kortikal néron hiicre hattinda 3 ve 5 saat hipoksinin yani sira glukoz deprivasyonu
da saglandiginda, sadece hipoksiye goére ROS anlamli olarak artmistir (199). Reoksijenasyon
asamasinda ROS artisin1 gosteren caligmalar da yapilmistir. Embriyonik rat kardiyomyosit
hiicre hattinda 24 saat hipoksi ve glukoz deprivasyonunu takiben reoksijenasyonun 60.
dakikasinda ROS’un arttif1 gosterilmistir (200). Benzer sekilde, K562 eritroldsemi hiicre
hattinda 22 saat hipoksiden sonra 1 ve 24 saat reoksijenasyon uygulandiginda, ROS 1. saatte
anlamli olarak artmistir (201). Bulgularimiz literatiirde yer alan pek ¢ok hiicre hatti1 ¢caligmasi
ile uyumludur.

Calismamizda ROS Olglimiine, reoksijenasyonun erken dakikalaridan itibaren (15,
60. dakikalar ve 24. saatte) baslanmis ve ROS artis1 reoksijenasyonun 60. dakikasinda anlamli
iken, daha sonraki zaman diliminde (24 saat) bu artis saptanmamistir. Hipoksi

reoksijenasyonu hasar modeli olarak kullanan pek c¢ok ¢alismada reaktif oksijen tiirlerinde
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anlamli artis hipoksi sirasinda veya hipoksiyi takiben reoksijenasyon uygulandiginda
dakikalar i¢inde veya birka¢ saat icinde saptanmistir. Millar ve arkadaslari, HUVE
hiicrelerinde HR hasar1 uyguladiklarinda oncelikle mitokondri iginde ROS artis1 oldugunu,
daha sonra sitoplazmada ROS artisinin gerceklestigini ve bu artan oksijen tiirlerinin
intraselliiler redoks dengesini degistirdigini ve daha sonra bazi sinyal yollarin1 aktive
ettiklerini gostermislerdir (202). Therade ve arkadaglarinin yaptigi ve HUVE hiicrelerinin
kullanildig1 calismada da RGE’nin 1. saatinde ROS artis1 olmus ve bunun mitokondri
kaynakl1 oldugu gosterilmistir (153). Yapilan ¢aligmalarda hiicre i¢inde artan ROS’un plazma
membraninda bulunan fosfolipidlere peroksidasyon yoluyla hasar verdigi ve hiicre oliim
nedenlerinden birinin bu peroksidasyon oldugu gosterilmistir (203). Fosfolipid
peroksidasyonu hiicre membraninin lipid yapisinin biitlinliigliniin bozulmasina neden olmakta
ve plazma membraninin gegirgenliginde artisa yol agmaktadir. Martin ve arkadaslart HUVE
hiicrelerinde 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun 5. dakikasinda hiicre i¢i ROS un
anlamli  olarak arttifin1  gostermislerdir  (204). Ancak hiicre lizatlarinda lipid
peroksidasyonunun 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun 2. saatinde arttigini
saptamiglardir. Bu calismada tripan blue boyas ile hiicre canlilig1 arastirildiginda bu siirelerde
hiicre 6liimiinde bir artis saptamamiglardir. Insan serebral endotel hiicre ve 16kosit ko-kiiltiirii
yapilan ve 2 saat hipoksi + 1 saat reoksijenasyon hasari uygulanan bir ¢aligmada, 16kositlerde
ROS artisinin saptandigi ve Cin tibbinda kullanilan bir bitki kokiinden elde edilen trashinon
ITA’nin bu ROS artisin1 engelledigi saptanmistir (205). Bu ¢alismada, calismamizdan farkli
olarak ko-kiiltirde kullanilan lokositlerde ROS o6lgiimii yapilmistir. Calismamizda ise
HCMVE hiicrelerindeki ROS ol¢iilmiistiir.

Resveratroliin ROS olusumu iizerine etkisi

Calismamizda HCMVE hiicrelerinde farkli dozlarda kullanilan resveratroliin 6 saat
OGD + 1 saat RGE uygulamasi sonucu olusan ROS {iretimini anlamli olarak azalttigi
saptandi.

Resveratrol iki farkli mekanizma ile antioksidan etki gosterir; hem direkt olarak
serbest radikal (hidroksil radikali, siiperoksit anyonu radikali) yakalayic1 6zellige sahiptir,
hem de antioksidan enzimlerin aktivitesini artirir. Resveratroliin hidroksil fenolik gruplarinin
denge durumuna ve elektronlarin delokalizasyonuna bagli olarak kimyasal yapisindan

kaynaklanan bir antioksidan kapasitesi bulunmaktadir. Lopez ve arkadaslari, sarapta bulunan
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ve dogal antioksidan olarak kabul edilen dort bilesigin (gallic acid, trans-resveratrol, kersetin
ve pentahidroksiflavon- 3-rutinozid)  fenolik  gruplarinin  total  fenol  miktarini
(spektrofotometrik, fluorometrik ve kromatografik) ve total antioksidan aktivitelerini
degerlendirmislerdir (206). Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri ve fenol yapilar1 arasindaki
iliski incelendiginde, fenolik asitlerin hidroksil ve metil gruplart arttik¢a aktivitenin de arttig1
saptanmistir. Bu nedenle, kirmizi saraptaki bu dort bilesik de antioksidan olarak giiclii
bulunmus ve polifenollerin serbest radikal yakalayici aktivite i¢in ideal bir kimyasal yapiya
sahip oldugu belirtilmistir (206).

Resveratroliin -~ direkt serbest radikal yakalayici etkisi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Ungvari ve arkadaslari, hiicre icermeyen kosullara UV 1sinlart veya parakuat
uyguladiklarinda hidrojen peroksit olusumunun arttigini, kisa (1 saat) ve uzun siireli (24 saat)
resveratrol (1, 10 ve 100 uM) uygulandiginda hidrojen peroksitin neden oldugu floresans
artisinin engelledigini gostermislerdir (207). Holthoff ve arkadaslar1 da sigir serum albumini
kullanarak yaptiklart calismada, ortamdaki tirozin rezidiisiiniin peroksinitrit araciligt ile
nitrozillenmesini (nitrotirozin olusumu) resveratroliin doza bagimli olarak inhibe ettigini
gostermisler ve bu etkisinin direkt peroksinitrit yakalayici etkisine baglamislardir (208).
Ayrica, kirmizi sarapta bulunan ve resveratrol dimeri olan pallidoliin tek oksijen yakalayicisi
oldugu saptanmistir (209). Faustino ve arkadaglar1 hiicre igermeyen ortama eklenen 0.1 uM
resveratroliin ortamdaki LDL’nin oksidasyonunu engelledigini saptamislardir (210).
Insanlarda yapilan galigmalarda da resveratroliin antioksidan etkinligi arastirilmigtir. Saglikli
gontlliilere 6 hafta boyunca 40 mg/giin resveratrol verildiginde, mononukleer hiicrelerin ROS
tiretiminde kontrol grubuna gore belirgin azalma saptanmustir (211). Benzer sekilde, saglikli
eriskinlere 300 mL kirmizi sarap igirildikten bir saat sonra 6lgiilen serum total antioksidan
kapasitesi %18, bir gram C vitamini aldiktan bir saat sonra %22 ve beyaz sarap i¢irilen grupta
ise %4 bulunmustur (212). Bu farklilik, kirmiz1 sarapta bulunan resveratroliin antioksidan
etkisi ile aciklanmaktadir.

Farkl1 hasar modelleri ve farkli hiicre tiplerinde (malign glioma hiicreleri, hiperglisemi
modeli olusturulan rat mezangial hiicreleri, lenfoma hiicreleri, kolon kanser hiicreleri,
hidrojen peroksit ile muamele edilen retinal pigment epitel hiicreleri, zidovudin iliskili
kardiomyosit hasari, fare karaciger hiicreleri, iilseratif kolit modeli olusturulan fare kolon
hiicreleri, Helicobacter pylori ile enfekte gastrik epitel hiicreleri) resveratroliin ROS azaltic

etkisi gosterilmistir (213-222).
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Cesitli endotel hiicre tiplerinde ve farkli hasar modellerinde resveratrolin ROS
olusumunu engelleyici etkisi gosterilmistir. Zhang ve arkadaslari, ox-LDL ile HUVE
hiicrelerinde ROS miktarinda artis, NF «B aktivasyonu ve apoptoz indiiksiyonu saglamislar
ve bir resveratrol analogu olan pterostilben kullanimi1 ile bu etkilerin azaltildigini
gostermislerdir (223). Yuan ve arkadaslar1 da hiperglisemi modeli ile endotel hiicrelerinde
ROS artisi, tiip formasyonunda ve Sirtl mRNA ekspresyonunda azalma saptamislar, yine bir
resveratrol analogu olan BTM-0512 verdiklerinde bu etkilerin belirgin olarak geriledigini
tespit etmiglerdir (224). Bir baska ¢alismada, pulmoner endotel hiicrelerine gerilme stresi
uygulandiginda ROS ve apoptozun arttig1 ve resveratrol uygulamasi ile bu etkilerin azaltildig
tespit edilmistir (225). Ungvari ve arkadaslari, rat aort hiicrelerinde TNF alfa ve ox-LDL ile
apoptotik hasar olusturduklarinda, kullanilan resveratroliin hiicre i¢i ROS olusumunu ve
apoptozu azalttigini, glutatyon peroksidaz, katalaz ve heme oksijenaz ekspresyonunda artiga
yol agtigimi saptamislardir (207). Bu g¢aligmada, hiicre icermeyen kosullarda resveratroliin
direkt antioksidan etkinligi de gosterilmis, ayrica antioksidan enzimlerin ekspresyonlarini
artirmak yoluyla da ROS olusumunu engelledigi belirtilmistir (207). Sayin ve arkadaslari,
insan koroner arter hiicrelerine (HCAC) resveratrolle (10 ve 50 uM dozlarda) 1, 12 ve 24 saat
slireyle pre-inkubasyon uyguladiklarinda, resveratroliin bu siireler sonunda 750 uM H,0, ile
olusturulan hiicre hasarmm1 (laktat dehidrogenaz testi ile) belirgin olarak azalttigini
saptamislardir (226). Bu ¢aligmada ayrica resveratrol ile (10, 50 ve 100 uM dozlarda) 24 saat
pre-inkubasyon uygulandiktan sonra, 750 uM H,0; uygulamasi yapilmis ve resveratroliin tim
dozlarmin 15, 60 dakika ve 6 saat sonundaki ROS artisin1 anlamli olarak azalttig1 saptanmistir
(226). Sayin ve arkadaslari tarafindan yapilan bir baska ¢alismada da H,O; hasar1 olusturulan
HCAC hiicrelerinde resveratroliin indirgenmis glutatyon diizeyini ve gama-glutamil sistein
sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonlarini
anlamli olarak arttirdig1 saptanmistir (227).

Resveraroliin serebral endotel hiicrelerinde ROS azaltict etkisi bir c¢alismada
gosterilmistir. Chang ve arkadaslar1 ox-LDL ile fare serebral endotel hiicrelerinde oksidatif
hasar olusturmuglar, DNA fragmantasyonu ve apoptoziste artis saptamislar, resveratrol ile
tim bu patolojik etkilerin azaldigin1 tespit etmislerdir (228). Ancak bu arastirma,
caligmamizdan farkli olarak fare serebral endotel hiicreleri ile yapilmistir ve ox-LDL ile hasar
olusturulmustur. Calismamizda ise OGD + RGE hasar modeli uygulanmis ve HCMVE

hiicreleri kullanilmastir.
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Iskemi-reperfiizyon veya in vitro uygulamalarinin (H-R, OGD + RGE) hiicrelerde
ROS olusumunu artirdig1 bilinmektedir. Resveratroliin I-R hasari sonrasi olusan ROS iizerine
etkisi farkli calismalarla gosterilmistir. Ratlarda serebral I-R hasar1 olusturuldugunda,
hipokampus ve kortekste ROS, NO ve lipid peroksidasyon iiriinlerinde artis1 saptandigi, hasar
uygulanmadan 6nce 7 giin siireyle 30 mg/kg RSV verildiginde ise bu artiglarin ve ndronal
Olimiin engellendigi saptanmistir (229). Benzer sekilde Shin ve arkadaslari I-R hasari
olusturduklar1 farelere iskemiden sonra iki farkli dozda (1 ve 5 mg/g/doz) resveratrol
verildiginde enfarkt alaninin azaldigi, iskemik kortekste ROS, IL-1p ve TNF-a iiretiminin
belirgin olarak baskilandig1 saptanmistir (230). Literatiirde benzer sekilde, resveratroliin farkli
dozlarinin iskemi Oncesi, iskemi sirasinda veya iskemi sonrasi verildigi ve néron koruyucu
etkisinin her uygulamada da gosterildigi pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda da I-
R’un in vitro hasar modellerinden birisi olarak OGD + RGE kullanilmis; HCMVE
hiicrelerinde bu model ile ROS olusumunda artis saglanmis ve literatiirde ilk kez
resveratrolin HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE hasar1 sonucu artan ROS’u azaltici etkisi

gosterilmistir.

Resveratroliin Nrf2 ekspresyonu iizerine etkisi

Calismamizda oncelikle resveratroliin OGD + RGE hasarinda ROS’u azaltici etkisi
arastirildi. Kullanilan tiim dozlarmn (0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM dozlarda) bu modelde ROS’u
azalttig1 saptandi. Resveratroliin Nrf2 ekspresyonu lizerine etkisinin incelenmesi i¢in ise bu
dozlardan birisi olan 10 uM segildi. Ayrica, Nrf2 ekspresyonu tayini i¢in kullanilan zaman
araliklar1 da ROS olglimleri ile uyumlu olacak sekilde secildi (1, 3, 6, 9 ve 24 saat).
Calismamizda 10 uM dozda kullanilan resveratroliin birinci saatten itibaren sitoplazmada
Nrf2 ekspresyonunu indiikledigi goriildii. Reaktif oksijen tilirleri olusumu tizerine olan azaltict
etkisi de RGE’nin 60. dakikasinda 6l¢iildii ve ROS azaltici etkisi saptandi.

Resveratrol, antioksidan ve sitoprotektif etkilerinin bir kismint Nrf2’yi aktive ederek
gostermektedir. Bu etki farkli hiicre hatlarinda (PC12 hiicreleri, akciger epitel hiicreleri,
astrositler, hepatositler, keratinositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri) gosterilmistir (4-9). Chen
ve arkadaslari, hidrojen peroksit hasar1 olusturduklar1 PC12 hiicrelerini resveratrol (15 uM)
ile 1, 3, 6, 9 ve 12 saat inkiibe ettiklerinde, Nrf2 proteininin 3, 6, 9 ve 12. saatlerde niikleusa
transloke oldugunu saptamiglardir (4). Sitoplazmik ekstraktlarda ise degisiklik meydana

gelmemistir. Bu calismada Western blot yonteminin yani1 sira EMSA (Electromobility shift
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assay) adi verilen yontem ile de nukleusa transloke olan Nrf2’nin ARE baglanma bdlgesine
baglandig1 tespit edilmistir. Ayrica RSV, Nrf2 hedef genlerinden biri olan HO-1’in 3. ve 6.
saatte MRNA ekspresyonunu, 6, 12 ve 24. saatlerde ise HO-1 protein ekspresyonunu
artirmistir (4). Calismamizda sadece sitoplazmik ekstraktlar kullanilmis, literatiirle ve
deneyimizdeki ROS 6l¢iimiiyle uyumlu siirelerde ve 10 pM resveratrol dozu ile deneyler
yapilmustir.

Resveratroliin Nrf2 {izerine etkisi in vivo yapilan calismalarda da arastirilmustir.
Ratlarda olusturulan serebral iskemi modelinde RSV verilmesinin enfarkt bolgesini azalttig;
ayrica, kortikal doku homojenati 6rneklerinde MDA diizeyini azalttigi, SOD aktivitesini
artirdigi, Nrf2 ve HO-1 mRNA ve protein ekspresyonlarini artirdigi gosterilmistir (11).
Ayrica kaspaz-3 aktivitesini ve apoptozu da azalttigi saptanmistir (11). Resveratrol sadece
Nrf2’yi aktive ederek degil diger antioksidan yolaklar1 da etkileyerek antioksidan etkilerini
gostermektedir. Diyabetik nefropati modeli uygulanan ratlara RSV verildiginde, Nrf2 mRNA
ve protein ekspresyonunun arttigr saptanmistir (150). Ayrica RSV verilen grupta hiicre ici
non-enzimatik antioksidanlar olan C ve E vitamini ve glutatyon diizeylerinin arttig1, renal
sliperoksid anyonu, hidroksil radikali, lipid peroksitler, nitrik oksit, proinflamatuvar sitokinler
(TNF-a, IL-1B, IL-6) ve NF «B diizeylerinin azaldigi gosterilmistir (150). Rubiolo ve
arkadaglari, primer rat hepatosit hiicre kiiltiirinde tert-butiril hidroperoksit (tBHP) ile
oksidatif hasar olusturmuslar, bu uygulamadan 6nce 25, 50 ve 75 uM dozlarda resveratrol ile
24 saat boyunca hiicreleri inkube ettiklerinde LDH saliniminin resveratrol uygulanan grupta
%10, buna karsin resveratrol uygulanmayan grupta ise %70 oldugunu tespit etmislerdir (222).
Buna ek olarak, hiicreler bizim ¢alismamizda oldugu gibi hasar modeli olusturulmaksizin
resveratrol ile inkiibe edilmisler; 25, 50 ve 75 uM dozlarda resveratrol ile 6, 24 ve 48 saat
boyunca inkube edildiklerinde, en fazla Nrf2 protein ekspresyonunun 24 saatlik 50 ve 75 pM
resveratrol uygulamasi ile ortaya ¢iktigr gosterilmistir (231). Calismamizda ise 1, 3, 6, 9 ve
24 saat boyunca hiicreler 10 uM dozda resveratrol ile inkube edilmis ve sitoplazmada 1.
saatten itibaren Nrf2 protein ekspresyonunda artis tespit edilmistir. Daha farkli dozlarda
resveratrol kullanilmasi ile bu hiicrelerde Nrf2 protein ekspresyonu diizeylerinde degisiklik
olup olmayacagi ile ilgili yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Resveratroliin endotel hiicrelerinde Nrf2 aktivasyonu yaptigmma dair bir yayin
bulunmaktadir. Ancak HCMVE hiicrelerinde Nrf2’yi mRNA veya protein diizeyinde aktive

ettigine dair yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literaturde endotel hiicrelerinde yapilmis
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olan g¢aligmada Ungvari ve arkadaslari, insan koroner arter endotel hiicrelerini 24 saat
boyunca 10-30 mM glukoz ile muamele ederek hiperglisemi modeli olusturmuslar, bu
uygulamadan énce de farkli konsantrasyonlarda (107, 10°, 10°°, 107 mmol/L) resveratrol ile
inkube etmislerdir (10). Resveratroliin doza bagimli olarak Nrf2’yi protein ve mRNA
diizeyinde ve Nrf2’nin hedef genleri olan NQO-1, HO-1 ve gama glutamil sistein sentetaz’1
ise mRNA diizeyinde anlamli olarak artirdig: tespit edilmistir (10). Bu calismada ayrica 10
um resveratrol ile hiicreler muamele edildiklerinde artmis olan Nrf2 mRNA diizeyinin, “Nrf2
small interfering RNA” (siRNA) ile baskilandigi saptanmistir. Yine siRNA ile Nrf2 yolagi
baskilandiginda resveratroliin mitokondriyal siiperoksit iiretimini azaltic1 etkisinin ortadan
kalktig1 tespit edilmistir. Biitiin bu verilere dayanarak resveratroliin ROS’u elimine etmek
icin Nrf2 yolagmi kullandig1 gosterilmistir (10). Calismamizda bu calismadan farkli olarak
OGD + RGE modeli uygulanmis, HCMVE hiicreleri kullanilmis ve resveratroliin bu
hiicrelerde Nrf2 protein ekspresyonunu artirict etkisi ilk kez gosterilmistir. Her iki
arastirmada da Nrf2 ekspresyonu icin 10 um dozunda resveratrol kullanilmistir.

Calismamizda siRNA deneyi yapilmamaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmanin hipotezi, “in vitro insan serebral mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
olusturulan H-R hasar modelinde, RSV hiicreleri ROS diizeyini azaltarak ve Nrf2
ekspresyonunu arttirarak oksidatif strese kars1 korumaktadir” seklinde formiile edilmistir. Bu
hipotezi sinamak amactyla O6nce H-R hasart olusturulmustur. H-R hasarimin hiicreler
tizerindeki etkisi ROS 6l¢limii ile degerlendirilmis, ayrica farkli dozlarda uygulanan RSV nin
ROS olusumunu azaltip azaltmadig1 arastirilmistir. Daha sonra RSV’nin Nrf2 ekspresyonu
tizerine olan etkisi de degerlendirilmistir. Calismada H-R hasar modelinde resveratroliin
HCMVE hiicrelerinde ROS iiretimini azalttig1 ve ayrica Nrf2 protein ekspresyonunu artirdigi

saptanmistir. Bu bulgular basta kurgulanan hipotezi desteklemektedir.

Bu calismada ortaya konan bulgulardan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. HCMVE hiicrelerine 6 saat OGD + 1 saat RGE uygulandiginda ROS iiretiminde
anlamli artis saptanmus, resveratroliin farkli dozlar1 ile (0.1, 1, 10, 50 ve 100 uM)
hiicreler inkube edildiginde ROS iiretimi anlamli olarak azalmigtir. Bu arastirma ile
literatiirde ilk kez resveratrolin HCMVE hiicrelerinde OGD + RGE hasar1 sonucu
artan ROS’u azaltici etkisi gdsterilmistir.

2. HCMVE hiicreleri farkl saat siirelerince 10 pM resveratrol ile muamele edildiginde
birinci saatten itibaren sitoplazmada Nrf2 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir ve
resveratroliin bu hiicrelerde Nrf2 protein ekspresyonunu artirict etkisi literatiirde ilk

kez gosterilmistir.

Calismamizin bulgulart 1518inda ileriye yonelik olarak yapilmasi uygun olacak
arastirma konular1 soyle siralanabilir:
1. Projemizde tek tip hiicre (monokiiltiir) ve tek tabaka (monolayer) hiicre kiiltiirii
yapilmustir. Sonraki ¢aligmalarda 6zellikle ROS sentezinin ana kaynagi olan nétrofil
ile ko-kiiltiir (HCMVE hiicresi-nétrofil) yapilmasi in vivo ortamda meydana gelen I-R
siirecindeki degisiklikleri daha iy1 gosterebilir ve farkli sonucglar ortaya ¢ikarabilir.
Ayrica HCMVE hiicresi-glia, HCMVE hiicresi-néron gibi ko-kiiltiirlerin yapilmasi da
beyinde endotel hiicresi ve diger hiicreler ile iliskilerin gdsterilmesi agisindan uygun

olacaktir.
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. Calismamizda resvratroliin farkli dozlarinin ROS azaltici etkisi gosterildi. Bu dozlarda
ve uygun zaman araliklarinda resveratroliin hiicreyi hasardan ve apoptozdan koruyup
korumadigi da incelenmelidir.

. Calismamizda resveratroliin sitoplazmada Nrf2 protein ekspresyonunu artirdig
gosterildi. Nukleer orneklerin de elde edilerek Nrf2’nin nukleer translokasyonunun
gosterilmesi de uygun olacaktir. Ayrica farkli dozlarda reveratroliin Nrf2 protein
ekspresyonunu nasil etkileyecegi de incelenmelidir.

. EMSA yontemi kullanilarak resveratrol tarafindan indiiklenen Nrf2’nin nukleusa
transloke oldugunda ARE bdlgesine baglanip baglanmadiginin incelenmesi de 6nemli
bir ¢aligma basamagi olacaktir.

. Resveratrol tarafindan indiiklenen Nrf2’nin ARE bdlgesine baglandiktan sonra
ekspresyonunu uyardigi antioksidan enzimlerin (NQO-1, HO-1, glutatyon reduktaz,
glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz gibi) mMRNA ve protein
ekspresyonlarina bakilmasi da resveratroliin etki mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasi
ac¢isindan onemlidir.

. siRNA aracilig1 ile Nrf2 yolagi bloke edilerek resveratroliin saptanmis olan etkilerinin
devam edip etmedigi ve bu sekilde bu etkilerin Nrf2 yolag: ile gerceklesip
gerceklesmedigi incelenmelidir.

. Yaptigimiz in vitro caligmalarin yani sira, resveratroliin oksidatif strese ve I-R
hasarina kars1 endotel hiicrelerini koruyup korumadiginin gosterilmesi agisindan in

vivo calismalarin da (Or: Nrf2 knockout (KO) fareler) yapilmasi &nerilebilir.
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OZET

Amac: iskemi reperfiizyon siirecinde, sadece dokunun degil, endotelin de hasari/is-
lev bozuklugu stirece katilarak doku hasarini arttirici yonde etki etmektedir. Hipoksi-
reoksijenasyon modeli, in vivo iskemi reperfiizyon hasarinin in vitro modeli olarak kulla-
nilmaktadir. iskemi sirasinda oksijenin yani sira glukoz da dokulara ulasamadigindan, ok-
sijen glukoz deprivasyon modeli in vivo kosullara daha yakin bir modeldir. Bu arastirma-
da, insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde in vivo iskemi reperfiizyon hasarinin
in vitro modelinin gelistirilmesi ve hipoksi reoksijenasyonun yol ag¢tig1 hiicre hasarinin de-
gerlendirilmesi amaglandi.

Yontem: insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde hipoksi uygulamasi asamasin-
da ortamdan glukoz da ¢ekilerek oksijen glukoz deprivasyon hasar1 olusturuldu. Hiicre ha-
sar1 laktat dehidrogenaz aktivitesi ile, reaktif oksijen tiirleri olusumu ise florometrik yon-
temle degerlendirildi.

Bulgular: 6 saatlik oksijen glukoz deprivasyon siiresini takiben, 18-24 saat siireyle reoksi-
jenasyon + glukoz eklenmesi ile kontrol kosullarindaki hiicrelerle karsilastirildiginda, de-
ney grubunda anlamli diizeyde laktat dehidrogenaz salinimi ve hiicre hasari saptandi. Ay-
rica, 6 saat oksijen glukoz deprivasyon uygulamasini takiben reoksijenasyon + glukoz ek-
lenmesinin 60. dakikasinda reaktif oksijen tiirlerinin en fazla arttig1 belirlendi.

Sonug olarak, oksijen glukoz deprivasyonu + reoksijenasyon + glukoz eklenmesi ile insan
beyin mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde anlamli diizeyde laktat dehidrogenaz salinimi
ve reaktif oksijen tiirlerinde artis saptanmis ve iskemi reperfiizyon hasarinin in vitro mo-
delinin gelistirilmesi saglanmistir. Bu sayede, bu hiicreler iizerindeki olast koruyucu etki-
leri arastirilacak olan koruyucu ajanlarin deneysel uygulamalardaki etkisi, bu model ve sii-
reler kullanilarak belirlenebilecektir.

Anahtar kelimeler: Oksijen glukoz deprivasyonu, insan beyin mikrovaskiiler endotel hiic-
resi, reaktif oksijen tiirleri, iskemi reperfiizyon modeli

ABSTRACT

Aim: In the course of ischemia reperfusion, injury / functional deterioration of the en-
dothelium contribute to tissue damaging process. Hypoxia-reoxygenation model has
been used as in vitro model of ischemia reperfusion injury. Oxygen glucose deprivation
model can be considered to mimic the in vivo conditions. This study aimed to develop an
in vitro model of ischemia reperfusion injury in human brain micro vascular endothelial
cells and to evaluate the cell injury caused.

Methods: Oxygen glucose deprivation injury was produced by the deprivation of glu-
cose during the hypoxia exposure. Cell injury was assessed by lactate dehydrogenase
activity, while production of reactive oxygen species was determined using a fluoro-
metric assay.

Results: Reoxygenation plus glucose supplementation for 18 and 24 hours, after 6 hours
of oxygen glucose deprivation, was observed to cause a significant lactate dehydroge-
nase release and cell injury. In addition, after 6 hours of oxygen glucose deprivation,
reactive oxygen species were found to be maximally increased in the 60™ minute of
reoxygenation plus glucose supplementation.

In conclusion, by oxygen glucose deprivation + reoxygenation + glucose supplemen-
tation, a significant lactate dehydrogenase release and an increase in reactive oxygen
species was determined and in vitro model of ischemia reperfusion injury in human
brain microvascular endothelial cells was achieved. Thus, this model and the different
durations of hypoxia-reoxygenation can be used in future studies to investigate the ef-
fects of protective agents.

Key words: Oxygen glucose deprivation, human brain microvascular endothelial cells,
reactive oxygen species, ischemia-reperfusion model.
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Giris

Inme, akut miyokard enfarktiisii, sok gibi akut iskemik
durumlarda goriilen iskemi reperfiizyon (I-R) hasari
inflamasyon, oksidatif stres ve apoptotik ya da nekro-
tik hiicre 6liimiini kapsamaktadir [1-3]. Hipoksi tek ba-
sina doku hasarina neden olabilmektedir ancak, hipok-
sik dokunun reperfiizyon ile oksijenlenmesi bu hasa-
r1 artirmaktadir [4]. Iskemi reperfiizyonun neden oldu-
gu doku hasarinda hedef organ (beyin, miyokard, bob-
rek gibi) parankim hiicrelerinin etkilenmesinin yani sira,
endotel islev bozuklugu ya da hasar1 da siirece katila-
rak doku hasarina olumsuz katkida bulunmaktadir [5,6].
I-R, vaskiiler sistemde ve vaskiiler duvar1 doseyen endo-
tel hiicrelerinde hasara ve disfonksiyona yol agmaktadir
[7]. Primatlarda olusturulan deneysel fokal beyin iske-
misi modelinde bolgesel néronal hasarin mikrovaskiiler
biitiinliik kaybiyla anlamli olarak korele oldugu goste-
rilmistir [5]. Bu bulgular doku homeostazinin siirdiirtl-
mesinde vaskiiler ve parankimal elemanlarin sik1 iliski-
sinin rolil oldugunu ve I-R hasarinin yol a¢tig1 hastalik-
larin tedavisinde vaskiiler elemanlarin da hedef alinma-
st gerektigini diisiindiirmektedir.
Hipoksi-reoksijenasyon (H-R), I-R hasarinin in vitro ko-
sullardaki uygulamasidir. Endotel hiicrelerinde H-R uy-
gulamasi ile hiicre hasar1 gelistigini gosteren pek ¢ok ca-
lisma mevcuttur [8-11]. Bu ¢alismalarin gogunlugu iske-
mi modeli olarak hipoksiyi uygulamakla beraber, bazila-
r1 iskemi siirecinde glukoz da hiicrelere ulagamadigindan
ortamdan glukozu da uzaklastirmaktadir (oksijen glu-
koz deprivasyonu-OGD) [8,9]. Mascerono ve arkadaslari
[8] insan koroner arter endotel hiicreleri ve insan umbili-
kal ven endotel (HUVE) hiicrelerinde H-R uygulamasin-
da hiicre canliliginda anlamli bir kayip olusturamazken,
oksijen glukoz deprivasyonu uyguladiklarinda hiicrelerin
hipoksiye olan duyarliliginin arttigini goézlemlemislerdir.
Therade ve arkadaslar1 da [9], HUVE hiicrelerinde 2 saat
OGD ve ardindan 1 saat reoksijenasyon + ortama glukoz
eklenmesi (RGE) modelini kullanmiglardir. OGD + RGE
uygulamast ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) baslangi-
ca gore anlamli olarak arttigini saptamislardir.

H-R sirasinda OGD uygulamasi ve daha sonra reoksi-
jenasyon siirecinde ortama glukozun da eklenmesi, vii-
cutta hipoksi (iskemi) siireci bittiginde ve reoksijenas-
yon (reperfiizyon) basladiginda oksijenin yani sira glu-
koz da hiicrelere ulasabildiginden, deneysel modeli giig-
lendirmek agisindan Onemlidir. Bu arastirmada insan
beyin mikrovaskiiler endotel (human cerebral microvas-
cular endothelial- HCMVE) hiicrelerinde I-R modelinin
in vitro kosullarda uygulamasinin yapilmasi, bunun igin,
OGD modeli ile sitotoksisitenin ve ROT olusumundaki
olasi degisikligin incelenmesi ve optimum hasar olustu-
racak uygun kosullarin saptanmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem

Gereg
OGD deneyleri icin Ca™ ve Mg* iceren PBS (fosfat
tampon tuzu: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM sod-
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yum fosfat dibazik, 2 mM potasyum fosfat monoba-
zik, pH of 7.4) (Biochrom Seromed); laktat dehidroge-
naz (LDH; E.C 1.1.1.27) 6l¢timii i¢in “LDH Cytotoxicity
Detection Kit” (Roche Applied Science) kullanildi. ROT
Ol¢limii i¢in 3’- (p-aminophenyl) florescein (APF) ve 3’-
(p-hydroxyphenyl) florescein (HPF) floresan problari
(Invitrogen) kullanildi.

“Oksijen glukoz deprivasyonu (OGD)” ve “reoksi-
jenasyon (R) / reoksijenasyon + glukoz eklenmesi
(RGE)” uygulamasi

Hiicre kiiltiirii

Ticari olarak iiretilen insan beyin mikrovaskiiler endo-
tel hiicre hatt1 Clonetics Corporation’dan (ACBRI 376,
Kirkland WA, USA) alind1. Hiicreler biiylime faktorii ve
%10 serum igeren kiiltiir ortaminda tutuldu (CSC Certi-
fied, CS-C Complete Medium, Cell Systems Corporati-
on), ortam 2 giinde bir degistirildi ve hiicreler 5-9 giin-
de bir pasajlandi. Pasajlama sirasinda hiicrelerin kiiltiir
kabinin cidarina tutunabilmesi i¢in hiicreler yeni hiicre
kiltiir kabina aktarilmadan 6nce hiicre kiiltiir kab1 yiize-
yi ekstraselliller matriks komponentlerini igceren solus-
yon (CSC Certified, Attachment Factor™, Cell Systems
Corporation) ile kaplandi. Deneyler, hiicreler 6 ve 9. pa-
sajlar arasindayken gerceklestirildi.

Uygulama plam

Hipoksi (OGD) uygulamasindan 18 saat dnce HCMVE
hiicreleri 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyu-
cuklu plaklara ekildi. Tim kosullar “altili” olarak ¢ali-
sild1. Kuyucuklara 200°er pL kiiltiir ortam1 eklendi.
H-R hasar modeli olarak, hipoksinin yani sira, in vivo
kosullara daha yakin oldugu i¢in glukozun da ortam-
dan uzaklagtirildigt OGD modeli kullanild: [9, 12-16].
Bu amagla kuyucuklardaki kiiltiir ortam1 ¢ekilerek yeri-
ne deney (hipoksi) siiresince PBS konuldu. Reoksijenas-
yon asamasinda ise deneyler, iki farkli konsantrasyonda
glukoz igeren ortamla yapildi. Bu amacla, kiiltiir ortami1
olarak 5.5 mmol/L ya da 25 mmol/L glukoz igeren PBS
kullanildi. Hem 5.5 mmol/L hem de 25 mmol/L glukoz
ile deneyler ikiser kez yapildi.

Calisma, normoksi ve hipoksi kosullar1 (OGD + R/RGE
grubu) olmak tizere iki kosulda yapildi. Viicutta hipok-
si (iskemi) siireci bittiginde ve reoksijenasyon (reperfiiz-
yon) basladiginda oksijenin yani sira glukoz da hiicrele-
re ulasabildiginden, deneysel modelin etkinligini belir-
ginlestirmek icin, her iki kosulda da iki uygulama yapil-
di. Birinci uygulamada OGD + R grubunun (ortami de-
gistirilmeyen gruplar), kiiltiir ortam1 hipoksi stiresi bit-
tikten sonra reoksijenasyon asamasinin sonuna kadar
(tiim deney siiresince) degistirilmedi ve PBS olarak kal-
d1. Ikinci uygulamada ise (ortami degistirilen gruplar),
hem normoksi hem de hipoksi kosullarindaki kuyucuk-
larin ortami, OGD siiresi (6 saat) tamamlandiktan son-
ra, reoksijenasyon agamasinin baslangicinda degistiril-
di. Bu uygulama ile reoksijenasyon agamasinda ortama
glukoz da eklenmis oldu (RGE). Yapilan deneylerin akis
plan1 Sekil 1’de gosterilmektedir.

Arslan ve ark.



HCMVE hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 5000 hiicre / kuyucuk olacak sekilde ekildi

v

Hiicrelerin plaklara tutunmasi amaciyla hiicreler CS-C Complete Medium kiiltiir
ortaminda enkubasyona birakildi (18 saat)

Ttim kosullarin ortamlart degistirildi
(hipoksi kosullart PBS ile, normoksi grubu PBIS + 5.5 mmol/L ile ve PBS + 25 mmol/L glukoz ile)

v
Deney baslatildi
Blank Maksimal Normoksi grubu Hipoksi grubu
(kor kosullar) l l / l‘

6 "saat OGD

6 saati)GD siiresince normokside l*)ekleme \4

Kiiltiir ortami
topland1

Ortami degistirilen grubun ortami1 PBS + 5.5 mmol/L veya
PBS + 25 mmol/L glukoz ile degistirildi

Ortami degistirilmeyen grubun ortami
PBS olarak kaldi

A 4

4 saat, 18 saat ve 24 saat bekleme

4 saat, 18 saat ve 24 saat R/ RGE

Kiiltiir ortami
toplandi

Kiiltiir ortami
toplandi

Kiiltiir ortamu
toplandi

Tum 6rneklerden LDH deneyi ile sitotoksisite 6l¢iimii yapildi

Sekil 1. Sitotoksisite dlgiimiinde deney akis ¢izelgesi (OGD: oksijen glukoz deprivasyonu, R/RGE: reoksijenasyon / reoksijenasyon + glukoz

eklenmesi)

Endotel hiicre kiiltiirlerinde OGD + R / RGE uygulama-
sinin hiicre hasarina etkisi laktat dehidrogenaz (LDH)
testiyle [17] ve ROT ol¢limii ise APF ve HPF floresan
problart kullanilarak florometrik yontemle degerlendi-
rildi [18].

Modelin uygulanmasi

Hiicrelerin ekilmesinden 18 saat sonra kuyucuklardaki
hiicreler mikroskopta incelendiginde yaklasik %80 siki-
stk olduklart gbzlendi. Tiim kosullarin 200°er puL olan
ortamlari ¢ekilerek uzaklastirildi. Bunun yerine, hipok-
sinin hiicreler {izerine olan etkisini artirmak i¢in (hi-
poksi kosullarinda hiicrelerde dehidratasyon gelismesi-
ni dnleyecek minimum miktarda) her kuyucuga 100’er
pL olmak iizere, hipoksi (OGD + R / RGE) plagina PBS,
normoksi plagina ise “PBS + 5.5 mmol/L” veya “PBS +
25 mmol/L” glukoz igeren ortam eklendi. Bu agamadan
sonra normoksi plagi 37°C’deki enkubatére konuldu.
OGD + R / RGE plagi ise, hipoksi odacigina (Billups-
Rothenberg Model MIC-101 Modular Incubator Cham-
ber) alindi. Hipoksi uygulamast (%95 N, ve %5 CO,
hava karisimui ile) baslatildi ve oksijen sensorii (Billups-
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Rothenberg, USA) ile dlgiilen oksijen orani %!’in altina
distiikten sonra 5 dakika daha hipoksi uyguland: (nor-
moksi: pO,: %21; hipoksi: pO,: %l1). Besinci dakika-
nin sonunda odaciktaki oksijen miktar1 %]1’in altinda idi.
Daha sonra OGD + R / RGE plagi, hipoksi odaciginin
icinde yerlesik olarak, 37°C’deki enkubatére kaldirildi.
6 saat OGD siiresi dolduktan sonra hipoksi sonlandiril-
di. Plaklar hipoksi odacigindan ¢ikarildi. Hem hipoksi
(OGD + R/ RGE) plagindaki “6 saat OGD”, hem de nor-
moksi plagindaki “6 saat normoksi”” kuyucuklarinda bu-
lunan kiiltiir ortamindan 75’%er pL alinarak Eppendorf
tliplerine aktarildi ve agizlar1 kapatilarak 24 saat bo-
yunca (deney siiresince), deney tamamlandiktan sonra
sitotoksisite 6l¢iimii yapilmak tizere, +4°C’de saklandi.
Ayrica normoksi plagindaki kor kuyucuklarindan (hiic-
re icermeyen sadece kiiltiir ortami olan kosullar) da ayn1
miktarda kiiltlir ortam1 topland1 ve saklandi.
Reoksijenasyonun baslangicinda “ortami degistirilen
grubun” hem OGD + RGE hem de normoksi plagindaki
kuyucuklarin tamaminin ortamlari ¢ekilerek atildi. Bu
kuyucuklara 5.5 mmol/L veya 25 mmol/L glukozlu PBS
eklendi ve tiim plaklar 37°C’ye kaldirild1 (reoksijenas-
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yon siireci). 6 saat hipoksiden sonra 4 saat, 18 saat ve
24 saat reoksijenasyon siireleri doldugunda da ortamlar
alindi ve +4°C’de saklandi. Reoksijenasyonun 22. saa-
tinde maksimal (en yiiksek sitotoksisite) kuyucuklari-
na 20’ser uL Triton X-100 eklendi. Pipetleme yapildi ve
mikroskopta bu kuyucuklardaki hiicrelerin kalkmis ol-
duklar1 goriildii. 24. saat reoksijenasyon siiresi bitimin-
de maksimal kuyucuklarindaki ortamlar da toplandi.
Deney siiresi tamamlandiginda ve tiim kosullardaki or-
nekler toplandiginda beklenmeden LDH deneyi yapildi.

Laktat dehidrogenaz deneyi:

Laktat dehidrogenaz enzimi plazma membrani hasa-
ra ugradiginda hizla hiicre kiiltiir ortamina salinmak-
tadir [17]. Yontemde ilk basamakta NAD™ laktatin pi-
riivata dontismesini katalizlerken NADH/H"a indirgen-
mektedir. fkinci basamakta katalist (diaforaz) NADH/
H*dan H/H""1 sar1 tetrazolium tuzu iodotetrazolium klo-
riire (INT) transfer etmekte ve INT de formazana in-
dirgenmektedir. Olii ya da plazma membrani hasara ug-
ramis hiicrelerin sayisinin artigi kiiltiir siipernatantinda
LDH aktivitesinin artisina neden olmaktadir. Deneyler-
de LDH “Cytotoxicity Detection Kit” katalist ve boya
solusyonu kullanildi.

Ortamlarin bulundugu 96 kuyucuklu plaktaki her bir
kuyucuga katalist ve boya soliisyonlar1 karisimindan
50’ser pL bekletilmeden eklendi. Plaklar 11k gérmeyen
ortamda bekletildi. Kilavuzda o6nerildigi iizere 30-60.
dakikalar arasinda 492 / 630 nm’de absorbanslar ELI-
SA Plak Okuyucu ile (Stat Fax 2100 Microplate Reader)
okutuldu. Absorbanslarin sonucu alindiktan sonra altilt
olarak c¢alisilmis olan her kosulun ortalamasi hesaplan-
di. Daha sonra her kosulun sitotoksisite degeri hesaplan-
di. Sitotoksisite hesaplanmasi iki agamada yapildi:

1. Kosulun absorbansi (Ortalama) — Blank (kor) absor-
bansi (ortalama) = Kosulun net absorbansi

2. (Kosulun net absorbansi / maksimal net absorbans*) X
100 = % sitotoksisite

* Triton X-100 eklenmis maksimal kosulundaki net ab-
sorbans degeri

“Oksijen glukoz deprivasyonu (OGD)” ve “Reoksije-
nasyon + glukoz eklenmesi (RGE)” uygulamalari ve
ROT

Modelin uygulanmasi

Alt1 saatlik OGD uygulamasini takip eden farkli zaman
araliklarindaki reoksijenasyon siirelerine (15 dakika, 60
dakika ve 24 saat) maruz kalan HCMVE hiicrelerinde
ROT iiretiminin 6lgiilmesi amaglandi. HCMVE hiic-
releri 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ve her kosul
12°serli olarak siyah 96 kuyucuklu plaklara ekim yapild
(Her kosulda 6 kuyucuk 3’- (p-aminophenyl) florescein
[APF] i¢in, 6 kuyucuk 3’- (p-hydroxyphenyl) florescein
[HPF] i¢in). On sekiz saat sonra OGD uygulamasi bas-
latildi. OGD tamamlandiktan sonra hipoksi kosullarinin
ortamlari ¢ekilerek yerine, 25 mmol/L glukozlu PBS ko-
nuldu. 15 dakika, 60 dakika ve 24 saatlik enkubasyon-
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dan sonra ROT ol¢iimii yapildi. ROT dl¢iimleri igin ya-
pilan deneyler li¢ kez tekrarlandi.

Reaktif oksijen tiirlerinin ol¢giimii

Yontem; fluoresan olmayan 3’- (p-aminophenyl) flo-
rescein (APF, Invitrogen) ve ve 3’- (p-hydroxyphenyl)
florescein’in (HPF, Invitrogen) ozellikle hidroksil, pe-
roksinitrit ve hipoklorit radikalleri ile tepkimeye girme-
si sonucu olusan parlak yesil floresansin 490 nm eksitas-
yon; 515 nm emisyon dalga boylarinda dlgiimii esasina
dayanmaktadir. Deney tamamlandiktan sonra her kosu-
la 10 uM, 2 pL APF veya HPF eklendi ve 30 dk 37°C’de
inkiibe edildi. Kuyucuklar 200 uL PBS ile yikandi ve
floresan ol¢lim igin cihaz duyarlilik ayarlari plagimiz-
daki en yiiksek sinyal alinabilecek 6rnege gore ayarla-
narak floresan 6l¢iim aralig1 15000 AU ve 25 AU olarak
uygulandi. Fluoresans siddeti 485 nm eksitasyon ve 528
nm emisyonda multiplak okuyucuda (BIO-TEK Instru-
ments Inc, USA) 6lgiildii [18].

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz, SPSS (Statistical Package of Soci-
al Science) Software 11.0’da yapildi. Veriler ortalama =+
standart sapma olarak gosterildi (Sekil 2 ve 3). ikili grup
ortalamalarinin karsilastirilmasinda Mann Whitney-U
testi kullanildi. Gruplarin zaman igindeki verilerinin de-
gisimlerinin karsilastirilmasi repeated measures ANOVA
ile yapild1. p<0.05 bulunmasi anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

“OGD + R / RGE” uygulamasinda sitotoksisite bulgular1
5.5 mmol/L ve 25 mmol/L glukoz igeren ortamlarla
OGD modeli uygulandi. 5.5 mmol/L glukoz igeren or-
tamla deney yapildiginda hem OGD ile hem de farkli
stirelerde R/RGE uygulamasi ile sitotoksisitenin anlam-
11 olarak artmadigi gorildii.

25 mmol/L glukoz iceren ortam kullanildiginda ise, re-
oksijenasyon doneminin basinda ortam degistirildigin-
de (RGE uygulamasi ile) 18 ve 24 saatlik reoksijenas-
yon siiresinde sitotoksisitenin hipoksi kosullarinda an-
lamli olarak arttig1 goriildii (sirasiyla p degerleri; 0.004
ve 0.006) (Sekil 2). Ortami1 degistirilmeyen grubun nor-
moksi kosullarinin (6 saat normoksi [15.5 £ 1.2], 10 saat
normoksi [18.0 £ 1.2], 24 saat normoksi [29.0 £ 1.2], 30
saat normoksi R [29.5 £ 1.6]) ve hipoksi kosullarinin (6
saat OGD [12.1 + 1.4], 6 saat OGD+ 4 saat R [16.3 £ 1.5],
6 saat OGD+18 saat R [25.8 = 0.8], 6 saat OGD+24 saat R
[33.4 £ 1.4]) sitotoksisite degerlerinin zamanla degisim-
leri anlamli idi (sirastyla normoksi kogullarinin degigimi
p=0.019 ve hipoksi kosullarinin degisimi p<0.001). Or-
tam1 degistirilen grupta da normoksi kosullarinin (6 saat
normoksi [15.5 £ 1.2], 10 saat normoksi [9.7 £ 0.5], 24
saat normoksi [19.4 £+ 0.6], 30 saat normoksi [32.1 + 1.6])
ve hipoksi kosullarinin (6 saat OGD [12.1 £ 1.4], 6 saat
OGD+ 4 saat RGE [11.5 £ 0.8], 6 saat OGD+18 saat RGE
[34.3 £ 2.6], 6 saat OGD+24 saat RGE [45.2 £ 1.3]) si-
totoksisite degerlerinin zamanla degisimleri anlamli idi
(strastyla p=0.003 ve p=0.001).
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% Sitotoksisite

D Normoksi(N

EI Hipoksi

6saat N

6 saat OGD
10 saat N
6saat OGD +| -
4 saatR =
24 saat N
6 saat OGD +| -
18 saat R
30 saat N

6 saat OGD + |-
24 saatR

10 saat N

6 saat OGD + [
4 saat RGE

24 saatN

6 saat OGD +|
18 saat RGE |~
30 saat N

6saat OGD +| -
24 saat RGE [

Sekil 2. Sitotoksisite sonuglar1. 25 mmol/L glukoz + PBS ile ortami degistirilen ve degistirilmeyen gruplarla yapilan deneyin %sitotosisite
degerleri (Ortalama =+ standart sapma). p degeri her kosulun hipoksi ve normoksi degeri arasindaki fark: gostermektedir (p degerleri: *0.117,
#0.262, »0.100, [00.055, A0.092, §0.004, 90.006). (Deneyler 2 kez uygulanmis ve birinin sonucu verilmistir).

“OGD + RGE” uygulamasinda ROT bulgular
HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygulamasini izle-
yen RGE’nin 60. dakikasinda APF ve HPF problariy-
la ayr1 ayri 6lgimlenen ROT’un anlamli olarak artti-
g1 gozlendi (sirastyla p degerleri; 0.004 ve 0.016) (Se-
kil 3). Normoksi kosullarinin (6 saat OGD [3391.8 +
545.4], 6 saat OGD+ 15 dakika RGE [3741.3 £ 1244.4],
6 saat OGD+60 dakika RGE [2208.5 + 283.7], 6 saat
OGD+24 saat RGE [2770.8 & 245.0]) ve hipoksi kosulla-
rinin (6 saat OGD [1649.3 + 474.8], 6 saat OGD+ 15 da-
kika RGE [1194.1 £ 192.6], 6 saat OGD+60 dakika RGE
[7446.0 + 3439.7], 6 saat OGD+24 saat RGE [1891.1 +
214.3]) zaman i¢indeki degisimlerinin APF ile 6l¢iim-
lerinde anlamli fark saptandi (normoksi p=0.009 ve hi-
poksi p=0.002). HPF ile o6l¢iimlerde ise hipoksi kosulla-
rinin zaman igindeki degisimi anlamli idi (6 saat OGD
[16733.0 £ 3543.1], 6 saat OGD+15 dakika RGE [12745.6
+ 8840.1], 6 saat OGD+60 dakika RGE [62892.5 +
23435.7], 6 saat OGD+24 saat RGE [9902.6 + 3252.3])
(normoksi p=0.706 ve hipoksi p=0.014).

Tartisma

Bu galismada in vitro HCMVE hiicrelerinde, OGD mo-
delinin optimum kosullar1 belirlenerek uygulanmuistir.
Hiicre hasarinin tespiti i¢in uygulanan zaman noktalar1
literatiirdeki g¢aligmalar goz Oniine alinarak belirlenmis
ve kendi laboratuvarimizdaki kosullara gére optimize
edilmistir. Calismamizda, OGD modeli ile 6 saatlik hi-
poksi (OGD) ve 18 ve 24 saatlik reoksijenasyon (RGE)
siirelerinde normoksi kosullarindaki hiicrelerle karsilas-
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tirilldiginda, deney grubunda anlamli hiicre hasar1 sap-
tanmistir. HUVE hiicrelerine degisen siirelerde hipok-
si ve reoksijenasyon uygulanan bir ¢aligmada, maksi-
mum hiicre 6liimi (propidyum iyodiir boyamast ile), 20
saat hipoksiden sonra 10 saatlik reoksijenasyon sonun-
da saptanmistir [10]. HCMVE hiicrelerinde yapilan bir
calismada ise, hiicreler degisen siirelerde hipoksi (4, 8
ve 12 saat) ve reoksijenasyona (1, 2, 4, 8, 12 ve 24 saat)
maruz birakilmistir [11]. Bu ¢alismada, degisen hipok-
si stirelerinin hiicrelerden LDH salinimini degistirme-
digi ancak artan reoksijenasyon siirelerinin LDH salini-
mini arttirdigi, en fazla LDH saliniminin ve hiicre dli-
miiniin 6 saat hipoksi/24 saat reoksijenasyon ile oldugu
belirlenmistir. Bu zaman diliminde meydana gelen nek-
rotik hiicre dlimii %40 olarak saptanmistir. Bu ¢alisma-
da glukoz deprivasyonu yapilmamis, bizim ¢alismamiz-
da ise hipoksiye ek olarak glukoz deprivasyonu da uygu-
lanmis ve in vivo kosullara daha yakin bir hasar mode-
li olusturulmustur. Serebral endotel hiicrelerinde glukoz
deprivasyonu ve HR hasar modelinin kullanildig: calis-
malar da literatiirde bulunmaktadir [19,20]. Bunlardan
biri, Zhang ve arkadaslarinin yaptigt ve HCMVE hiic-
relerinde “OGD + Reoksijenasyon” modelinin uygulan-
dig1 g¢alismadir [19]. Bu ¢alismada hiicrelere 6nce 4, 6
ve 3+3 saat (1 saat aralikli olarak 3’er saat) hipoksi uy-
gulanmis, sonra 8 saat OGD ve ardindan 20 saat reok-
sijenasyon uygulanmistir. Bu caligmada apoptotik hiic-
re oliimii ve siirvivin aktivasyonu ve baslangicta uygu-
lanan hipoksi siirelerinin bu parametreler iizerine etki-
leri aragtirilmistir. Calismamizda bu ¢alismadan farkl
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Sekil 3. Oksijen glukoz deprivasyonu uygulanan HCM VE hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin bulgulari (Ortalama + standart sapma). A:

APF ile (*p:0.004), B: HPF ile (#p: 0.016) 6lgiim degerleri (Deneyler 3

olarak baslangictaki hipoksi uygulamasi kullanilmamis-
tir. Ayrica ¢alismamizda farkl siirelerde reoksijenasyon
ve farkli konsantrasyonlarda glukoz eklenmesi ile hiicre
hasari ve ROT iiretimi iizerine olan etkiler incelenmistir.
Diger bir ¢alisma ise Bresgen ve arkadaglarinin domuz
serebral endotel hiicrelerinde 24 saat hipoksi ve 4 saat
reoksijenasyon uygulamast ile yaptiklari ¢aligmadir [20].
Bu ¢alismada deneyin bir kisminda glukoz deprivasyo-
nu da uygulanmis, sonuglar glukoz eklenmis kontrol
hiicreleriyle karsilagtirilmistir. Arastirmacilar bu calis-
mada hem domuz (A9/B12) hem de rat endotel hiicrele-
rinde (GP-8) hipoksi reoksijenasyonu takiben 0, 2 ve 24.
saatlerde, kontrol grubuna gére LDH saliniminda an-
laml artis saptamamuiglardir. Ayrica, hiicreleri mikros-
kopik olarak incelediklerinde de hipoksi reoksijenasyo-
nu takiben morfolojik degisiklik gérmemislerdir. Ancak
ortam aglisemik oldugunda apoptotik hiicrelerde anlam-
I artis ve mitotik indekste azalma goriilmiis ve aglise-
minin hipoksinin sitotoksik etkisinin belirginlestirdigi
sonucuna varilmistir. Calismamizda insan serebral en-
dotel hiicreleri kullanilmig, OGD + RGE modeli uygu-
lanmis ve bu modelde hem ROT artisi hem de LDH arti-
st tespit edilmistir. Calismamizda, anlamli hiicre hasa-
r1 reoksijenasyon asamasinda ortama 25 mmol/L g glu-

kez tekrarlanmis ve birinin sonucu verilmistir).

koz eklendiginde goriilmiistiir. Literatiirde hasar modeli
olarak OGD + RGE modelini kullanan ¢alismalar yapil-
mistir. HUVE hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, 2 saat
siireyle OGD uygulandiginda ROT degerinde artis ol-
mazken, sonrasinda 1 saatlik RGE uygulamasiyla ROT
diizeyinde (baslangica gore %115) artis saptanmigtir [9].
Hiicreler oksijen ve glukoz deprivasyonu oldugunda,
enzim aktivitelerinde, mitokondrial islevlerinde, hiic-
re iskelet yapilarinda, membran transportu ve antioksi-
dan defans sistemlerinde spesifik degisikliklere gider-
ler. OGD sirasinda hiicrelerde gergeklesen degisiklikle-
rin hepsi reoksijenasyon hasarinda rol oynayan faktorler
olabilmektedir [5,9]. Hipoksi sirasinda hiicresel fonksi-
yonlar tizerine etkili olan transkripsiyon faktorlerinden
biri “hypoxia-inducible factor 1o” (HIF-1at)’dir. Hipoksi,
pek ¢ok hiicrede HIF-1o'nin ekspresyonunu artirmakta
ve bu artis da hiicreyi hipoksi hasarindan koruyan glu-
koz transporterlari, glikolitik enzimler, vaskiiler endo-
telyal biiylime faktorii, eritropoetin gibi bazi faktorle-
rin mRNA transkripsiyonunu indiiklemektedir [21]. Ca-
lismamizda OGD uygulamasindan sonra ortama glukoz
eklenmeyen grupta anlamli hiicre hasari olmamasi, hi-
pogliseminin de hipoksi gibi hiicrelerde endojen savun-
ma mekanizmalar1 gelistirmesiyle iligkili olabilir.
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Glukoz deprivasyonu da hiicre hasarinin gelismesi igin
bir risk faktoriidiir. Kardiak fibroblast hiicrelerinde ya-
pilan bir calismada, hipoksi olmadan sadece glukoz dep-
rivasyonu oldugunda bile hiicrede ROT olusumunun art-
t181 ve ortama glukoz (3 g/litre) eklenmesinden 1 saat
sonra hem oksijenaz 1 ve siklooksijenaz 2 enzim eks-
presyonlarinin arttigi gosterilmistir [22]. Bizim calis-
mamizda da reoksijenasyon asamasinda ortama in vivo
olarak fizyolojik olan dozlarda glukoz (5.5 mmol/L) ek-
lendiginde hiicre hasarinda artis olmazken, daha yiik-
sek dozda glukoz ile (25 mmol/L) anlamli artig saptan-
di. 5.5 mmol/L glukoz eklenmesi, glikolitik yolu kulla-
nan hiicre kiiltiir ortaminda normoglisemi saglayamadi-
gindan hipoglisemi gibi hiicrede endojen korunma me-
kanizmalarin1 gelistirmig olabilir. PC12 hiicrelerinde se-
rebral inme modelinin gelistirilmesi amaciyla yapilan
ve bu amagla OGD + RGE modeli kullanilan bir ¢alis-
mada 1-8 saat OGD, 6-96 saat reoksijenasyon ve bu asa-
mada da 0-10 mg/mL glukoz konsantrasyonlar: denen-
mis; 6 saatlik OGD siiresini takiben 24 saatlik reoksi-
jenasyon uygulandiginda ve reoksijenasyon asamasinda
ortama 4-6 mg/mL glukoz eklendiginde optimal hasar
modeli olusturuldugu belirtilmistir [23]. Calismamizda
da 6 saatlik OGD siiresini takiben reoksijenasyon asa-
masinda ortama 5.5 mmol/L (1 mg/mL) glukoz eklen-
diginde anlaml1 hasar saptanamazken, 25 mmol/L (4.5
mg/mL) glukoz kullanildiginda 18 ve 24. saatlerde an-
laml1 hasar saptanmistir.

Reaktif oksijen tiirleri, hiicre metabolizmas1 sirasinda
ortaya ¢ikan ve hiicre iglevlerini olumsuz yonde etkile-
yen maddelerdir. HR hasarinda artan reaktif oksijen tiir-
lerinin hiicresel fonksiyon bozukluguna yol actigi goste-
rilmistir [9]. Organ ya da hiicre tipine bagli olarak ¢esit-
li enzimler ROT olusumuna yol acabilmektedir [24]. Ca-
lismamizda HCMVE hiicrelerinde 6 saat OGD uygula-
masini takiben farkli reoksijenasyon siireleri uygulandi-
ginda, reoksijenasyonun 60. dakikasinda ROT artiginin
anlamli oldugu saptandi. Literatiirde yapilan ¢ok sayi-
da in vivo ve in vitro ¢aligmada farkli hasar modelleri ile
farkli tip doku veya hiicrelerde ROT artis1 gosterilmis-
tir. Kardiak fibroblast hiicrelerinde glukoz deprivasyonu
ile 30 dakikada, pulmoner arter endotel hiicrelerinde hi-
poksi ile 20 dakikada, PC12 hiicrelerinde ise, hiperoksi-
den sonra hipoksinin 3. saatinden itibaren ROT un an-
lamlt olarak arttig1 saptanmistir [22,25,26]. Primer rat
kortikal néron hiicre hattinda 3 ve 5 saat hipoksinin yani
sira glukoz deprivasyonu da saglandiginda, sadece hi-
poksiye gore ROT anlamli olarak artmigtir [27]. Reok-
sijenasyon agamasinda ROT artisin1 gosteren ¢alismalar
da yapilmistir. Embriyonik rat kardiyomyosit hiicre hat-
tinda 24 saat hipoksi ve glukoz deprivasyonunu takiben
reoksijenasyonun 60. dakikasinda ROT’un arttig1 gos-
terilmistir [28]. Benzer sekilde, K562 eritrolosemi hiic-
re hattinda 22 saat hipoksiden sonra 1 ve 24 saat reoksi-
jenasyon uygulandiginda, ROT 1. saatte anlaml1 olarak
artmistir [29]. Bulgularimiz literatiirde yer alan pek ¢ok
hiicre hatti ¢aligsmast ile uyumludur.
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Calismamizda ROT olgimii reoksijenasyonun erken
dakikalarindan itibaren (15, 60. dakikalar ve 24. saat-
te) Ol¢iilmeye baslanmis ancak, hiicre hasar1 igin yapi-
lan LDH testi reoksijenasyonun daha ileri saatlerinde (4,
18 ve 24. saatlerde) gerceklestirilmistir. ROT artig1 reok-
sijenasyonun 60. dakikasinda anlamli iken, hiicre hasa-
r1 18 ve 24. saatlerde anlamli bulunmustur. Hipoksi re-
oksijenasyonu hasar modeli olarak kullanan pek ¢ok ¢a-
lismada reaktif oksijen tiirlerinde anlamli artig hipok-
si sirasinda veya hipoksiyi takiben reoksijenasyon uy-
gulandiginda dakikalar i¢inde veya birkac saat icinde
saptanmistir. Millar ve arkadaslari, HUVE hiicrelerinde
HR hasar1 uyguladiklarinda dncelikle mitokondri i¢inde
ROT artis1 oldugunu, daha sonra sitoplazmada ROT ar-
tisinin gerceklestigini ve bu artan oksijen tiirlerinin int-
raselliiler redoks dengesini degistirdigini ve daha son-
ra baz1 sinyal yollarini aktive ettiklerini gdstermiglerdir
[30]. Therade ve arkadaglarinin yaptig1 ve HUVE hiic-
relerinin kullanildig1 calismada da RGE’nin 1. saatinde
ROT artis1 olmus ve bunun mitokondri kaynakl: oldu-
gu gosterilmistir [9]. Yapilan ¢aligmalarda hiicre iginde
artan ROT’un plazma membraninda bulunan fosfolipid-
lere peroksidasyon yoluyla hasar verdigi ve hiicre 6lim
nedenlerinden birinin bu peroksidasyon oldugu goste-
rilmistir [31]. Fosfolipid peroksidasyonu hiicre membra-
ninin lipid yapisinin biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olmakta ve plazma membraninin gegirgenliginde artisa
yol agmaktadir. Martin ve arkadaslart HUVE hiicrele-
rinde 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun 5. da-
kikasinda hiicre i¢i ROT’un anlamli olarak arttigini gos-
termislerdir [32]. Ancak hiicre lizatlarinda lipid peroksi-
dasyonunun 24 saat hipoksiyi takiben reoksijenasyonun
2. saatinde arttigin1 saptamislardir. Bu ¢alismada trypan
blue boyasi ile hiicre canliligi arastirildiginda bu siire-
lerde hiicre dliimiinde bir artig saptamamaislardir.

Sonug olarak, bu arastirmada, HCM VE hiicrelerinde I-R
hasarinin in vitro deney modelinin uygulamasi hedefle-
re uygun olarak gergeklestirilmistir. Alt1 saatlik hipoksi
siiresinde oksijen ile beraber glukozun da ortamdan ce-
kilmesi, daha sonra 18-24 saat reoksijenasyon + glukoz
uygulamasi bu hiicre tipinde sitotoksisiteyi anlamli ola-
rak artirmaktadir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin an-
laml1 artist ise, 6 saatlik OGD uygulamasini takiben 60.
dakikadaki reoksijenasyon siiresinde ortaya ¢ikmakta-
dir. Bu hasar modelinin uygulamasinin gelistirilmis ol-
mast, bu hiicreleri iskemi reperfiizyon hasarindan koru-
mak icin gelistirilecek koruyucu ajanlarin deneysel uy-
gulamalarinda dnemli bir basamak olusturacak, koruyu-
cu ajanlarin etkisi bu model ve siireler kullanilarak ob-
jektif olarak belirlenebilecektir.
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