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OZET

RESVERATROLUN 7N VITROHIDROJEN PEROKSIT ILE INDUKLENEN INSAN
KORONER ARTER ENDOTEL HUCRE HASARINA OLASI ETKISININ INCELENMESI

Oya Sayin

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
35340 Balgova-izmir

oya.sayin@deu.edu.tr

Girig: Oksidatif stres, reaktif oksijen Urdnlerinin olusumu ve yikilimi arasindaki bir dengesizlik
olarak tanimlanmaktadir.  Vaskiller ve enflamatuvar hicrelerden kaynaklanan hidrojen
peroksit, oksidatif stresi indlikleyerek endotelde fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Bu da
koroner arter hastaligi, kalp yetmezligi, hipertansiyon, periferal arter hastaligi ve diyabet gibi
hastaliklarda 6nemlidir. Enzimatik antioksidan savunma kaynaklari stiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve katalazi kapsamaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar askorbik
asit, a-tokoferol, glutatyon, karotenoidler, flavonoidler, stilbenler ve digerleridir. Resveratrol;
stilbenlerin alt grubu olup, Uzim ve kirmizi sarapta bulunan polifenolik bir bilesiktir.

Antienflamatuvar, antioksidan, antikanser, sitoprotektif ve kardioprotektif etkilere sahiptir.

Amag: Literatlirde resveratroliin hidrojen peroksit hasari ile indiklenen endotel hicresi
Uzerine in vitro etkisinin arastinldigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu galismanin amaci,
resveratrolliin /n vitro insan koroner arter endotel hiicresini hidrojen peroksit hasarina karsi
koruyucu etki gosterip gostermedigini arastirmaktir. Bu amagla hiicre sitotoksisitesi, reaktif
oksijen Urlnleri olusumu, y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon

peroksidaz enzimlerinin protein ekspresyonlari ve glutatyon dizeyi incelenmistir.

Gereg ve Yontem: Bu calismada; /n vitro insan koroner endotel hiicrelerinde resveratroliin
degisik konsantrasyonlari ve preinkiibasyon siirelerinde hidrojen peroksit'in indikledigi hiicre
sitotoksisitesi Uzerine etkileri arastirildi. Resveratrollin hiicre hasarindaki etkisi hicre
sitotoksisite degerlendirme testi olan laktat dehidrogenaz ile incelendi. Hasar modelinde
resveratroliin degisik konsantrasyonlarinin gesitli preinkiibasyon siirelerinde ve zaman
dilimlerinde reaktif oksijen Urunleri olusumuna etkisi oksidan duyarli bir fluoresans prob olan

hidroksifenil floresin kullanilarak degderlendirildi. Resveratroliin antioksidan etkileri y-glutamil
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sistein sentetaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin protein
ekspresyonlari Western blot yoéntemi ile degerlendirildi. Zn vitro insan koroner endotel
hicrelerinde resveratroliin glutatyon dlzeyine etkisi de vyliksek performansh sivi

kromatografisinde degerlendirilmistir.

Bulgular: Resveratroliin 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyon
surelerinde 1 saat, 750 uM hidrojen peroksit’in olusturdugu sitotoksisiteyi istatistiksel olarak
anlamli  azalttg saptanmistir (p<0.05). 10, 50 ve 100 uM resveratrol ile 24 saat
preinkiibasyon siresinde resveratroliin 15., 60. dakika ve 6. saat zaman noktalarinda reaktif
oksijen drinleri olusumunu da anlamli olarak azalttigi saptanmistir (p<0.05). Resveratrol,
indirgenmis glutatyon dizeyinii anlamh olarak arttirmaktadir (p<0.05). Yine resveratrol
oksidatif hasarda gorilen, y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon

rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonlarini anlaml olarak arttirmaktadir (p<0.05).

Sonug: Tum bulgular birbirlerini destekleyici 6zellikte olup, arastirma kosullarinda
resveratroliin gesitli yonlerden insan koroner arter endotel hiicre hasarina koruyucu etki
gosterdigine isaret etmektedir. Bu arastirmanin sonuglarinin kardiyovaskiiler hastaliklarda
olusan oksidatif stresin geri dondirilmesinde kullanilabilecek yeni terapétik yaklasimlara isik

tutabilecegi diisiiniilimektedir.

Anahtar Kelimeler: Resveratrol, Insan Koroner Arter Endotel Hiicresi, Oksidatif Hasar
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE POSSIBLE EFFECTS OF RESVERATROL ON
HUMAN CORONARY ARTERY ENDOTHELIAL CELL DAMAGE INDUCED BY
IN VITROHYDROGEN PEROXIDE

Oya Sayin

Dokuz Eyliil University Health Sciences Institute
35340 Balgova-izmir

oya.sayin@deu.edu.tr

Introduction: Oxidative stress is defined as an imbalance between the production and
destruction of reactive oxygen species. Hydrogen peroxide resulting from vascular and
inflammatory cells causes endothelial dysfunction by inducing oxidative stress, which is of
importance in coronary artery disease, cardiac failure, hypertension, peripheral artery
disease and diabetes. Defense sources of enzymatic antioxidant include superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and glutathione catalase. Non-enzymatic antioxidants are
ascorbic acid, a-tocopherol, glutathione, carotenoids, flavonoids, stilbenes and others.
Resveratrol, a subclass of stilbenes family, is a polyphenolic compound found in grapes and
red wine. It has anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-apoptotic, cytoprotective, anti-cancer

and cardio-protective effects.

Aim: No research conducted on /in vitro effects of resveratrol on endothelial cells induced by
hydrogen peroxide damage have been found in the literature. The purpose of this study is to
investigate whether resveratrol can protect /n vitro human endothelial cells against
hydrogen peroxide damage. Therefore, cell cytotoxicity, production of reactive oxygen
species, expressions of y-glutamylcysteine synthetase, glutathione reductase and glutathione

peroxidase enzymes and glutathione levels were investigated.

Xiv
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Materials and methods: In this study, various concentrations of resveratrol found in /in
vitro human coronary endothelial cells and the effects of resveratrol on cell cytotoxicity
induced by hydrogen peroxide during pre-incubation periods were investigated. The effect of
resveratrol on cell damage was investigated with the lactate dehydrogenase test, a test used
for the evaluation of cell cytotoxicity. The effects of various concentrations of resveratrol on
the production of reactive oxygen species during various pre-incubation periods and time
slices were evaluated by using hydroxyphenyl fluorescein, an oxidant-sensitive fluorescent
probe. Anti-oxidant effects of resveratrol, protein expressions of y-glutamylcysteine
synthetase, glutathione peroxidase and glutathione reductase enzymes were evaluated with
the Western blot method. The effects of resveratrol on the glutathione level /n vitro human

coronary endothelial cells were evaluated with high performance liquid chromatography.

Results: It was determined that 10 and 50 uM concentrations of resveratrol statistically
significantly decreased the cytotoxicity induced by 750 uM hydrogen peroxide during 1, 12
and 24-hour pre-icubation periods for one hour (p<0.05). It was also determined that 10, 50
and 100 uM concentrations of resveratrol statistically significantly decreased the production
of reactive oxygen species at 15" and 60" minutes and 6™ hour during the 24-hour pre-
icubation periods (p<0.05). Resveratrol statistically significantly increases the reduced
glutathione levels (p<0.05). Resveratrol increases the protein expressions of y-
glutamylcysteine synthetase, glutathione peroxidase-1 and glutathione reductase enzymes
(p<0.05).

Conclusion: All the data support each other and suggest that resveratrol has a protective
effect on the human coronary artery endothelial cell damage. It is thought that the findings
obtained in this study can light the way to the new therapeutic approaches to be used for

the reversal of oxidative stress which develops in cardiovascular diseases.

Key words: Resveratrol, human coronary artery endothelial cell, oxidative damage
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BIiRINCI BOLUM

1. GIRIS VE AMAC

Kan damar duvari ile kan akigi arasinda yer alan endotel, basing ve germe kuvveti gibi
mekanik uyarilara; vazoaktif maddeler gibi hormonal uyarilara duyarlidir ve yanit olarak
vazomotor islevi diizenleyen, enflamatuvar olaylar tetikleyen ve homeostazi etkileyen gesitli
etmenlerin salinmasini saglamaktadir (1). Fizyolojik kosullar altinda, damar duvarinda reaktif
oksijen tirlerinin olusumu ve elimine edilmesi bir denge halindedir. Oksidan enzimlerin
aktivitesindeki artma ve/veya antioksidan enzimlerin aktivitesindeki azalma oksidatif strese
neden olmaktadir (2). Oksidatif stres; hidrojen peroksit ve sliperoksit gibi endojen reaktif
oksijen tirlerinde artig ile karakterizedir. Disuk dizeyde hidrojen peroksit, fizyolojik hicresel
olaylan dizenlemekte, enflamatuvar durumda izlenen yilksek diizeyde hidrojen peroksit ise
genellikle endotelde islev kaybina ve/veya sitotoksisiteye neden olmaktadir. Bu kosullarda
hidrojen peroksit metabolik yollari ve intrasellliler sinyal kaskadini diizenleyerek dolayl rol
oynamaktadir. Oksidatif stres; kardiyovaskiler hastaliklar, kanser, nérolojik hastaliklar,
diyabet ve yaslanma gibi hastaliklarin patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif
stres ile ilgili savunma mekanizmalari; bu mekanizmalarin engellenmesi, onarimi, fiziksel
savunma ve antioksidan savunmayl kapsamaktadir. Enzimatik antioksidan savunma
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazi kapsamaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon, karotenoidler, flavonoidler, stilbenler ve
digerleridir. Normal kosullar altinda bu antioksidanlarin hiicre igi dilizeyi ve etkinlikleri
arasinda bir denge s6z konusudur. Bu denge, organizmanin canliidi ve saghdi agisindan
gereklidir.

Resveratrol, stilbenlerin alt grubu olup, Gziim ve kirmizi sarapta bulunan polifenolik
bir bilesiktir. Antienflamatuvar, antioksidan, sitoprotektif, antikanser ve kardioprotektif etkileri
bulundugu bildirilmistir (3,4). Fransa'da kirmizi sarap tiketimi ile kardiovaskiiler hastalik

sikhdi arasinda ters oranti saptanmistir (Fransiz paradoksu)(5).



Literatiir incelendiginde resveratroliin /in vitro protektif etkilerinin mekanizmalarina
yonelik calismalar rat kardiyomyosit hicrelerinde (6), rat aort diiz kas hicrelerinde (7) ve
siir aort endotel hiicrelerinde (8) degisik hasar modellerinde gerceklestirilmistir. Insan
koroner arter endotel hiicrelerinde /n vitro oksidatif hasar modeli kullanilarak resveratrollin
glutatyon ve donguslinde goérev alan glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve y-glutamil
sistein sentetaz enzimlerinin protein ekspresyonlarina etkisini arastiran bir calisma
bulunmamaktadir.

Bu arastirmanin temel amaci, hidrojen peroksit ile /n vitro ortamda insan koroner
arter endotel hicresinde olusturulan hasarda resveratrolin olasi koruyucu etkisinin
dederlendiriimesidir. Once sitotoksisite ve ROS dlclimii ile incelenmesi amaclandi.
Sitotoksisite bulgulari ile ROS bulgularinin birbirlerini destekleyip desteklemediklerinin
degerlendiriimesi  planlandi.  Ayrica arastirmanin  diger bir yoéni glutatyon ve
metabolizmasinda yer alan enzimlerin ekspresyonlarinin degerlendirilmesidir. Glutatyon
metabolizmasinda gorev alan enzimler olarak y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediktazin incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica, indirgenmis ve
yukseltgenmis glutatyon dengesinin arastiriimasi amaciyla total glutatyon ve indirgenmis
glutatyon parametrelerinin calisiimasi uygun bulunmustur. Glutatyon bulgulan ile ROS
bulgularinin birbirlerini destekleyip desteklemediginin gézlenmesi hedeflenmistir.

Antioksidan etkileri cesitli dokularda gosterilmis resveratroliin koroner arter endotel
hasarini 6nlemede de olumlu etkileri olabilecegi disiinilmektedir. Arastirmanin hipotezi, “in
vitro insan koroner arter endotel hiicrelerinde olusturulan hasar modelinde resveratrol hiicre
sitotoksisitesini ve ROS dizeyini azaltarak ve glutatyon ve glutatyon metabolizmasinda ilgili
enzimlerin ekspresyonunu arttirarak oksidatif strese karsi korumaktadir” seklinde formdile
edilmistir. Bu arastirmadan elde edilecegi distndlen verilerin oksidatif stres durumunda
endoteli koruyacak tedavi stratejilerinin  gelistiriimesine 11k tutacagi 6ngorilmektedir.
Koroner arter endotel hasarini énlemede olumlu etkilerinin saptanmasi durumunda 6zellikle

yliksek riskli hastalarda resveratrol kullaniminin séz konusu olabilecegi diisiintiimektedir.



IKINCI BOLUM

2. GENEL BILGILER
2.1. REAKTIF OKSIJEN TURLERI

Serbest radikaller atomik ya da molekiler orbitallerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektronlar iceren molekil parcaciklari ya da molekiiller olarak tanimlanmaktadir.
Bu eslesmemis elektron/ elektronlar serbest radikallerin reaktivite derecesini belirlemektedir.
Reaktif oksijen turleri (“reactive oxygen species” - ROS) ailesi molekiiler oksijenin
indirgenmesinden kaynaklanan fazlaca biyoaktif, kisa émdurli molekilleri igerir (9). Yaygin
olan reaktif oksijen tiirlerinden bazilari hidrojen peroksit (H,0.), siiperoksit anyonu (O,"™ ve
hidroksil (OH®) radikalidir. Reaktif oksijen tirleri yiiksek konsantrasyonda bulundugunda
hiicresel proteinlere ve lipidlere zarar verebilir ve DNA'da eklentiler olusturarak karsinojenik
aktiviteyi baglatabilir. Oksijenden kaynaklanan radikaller (reaktif oksijen tlrleri) canli
sistemlerde en 6nemli radikal tlrleridir. Molekiler oksijen (dioksijen) 6zel bir elektronik
konfiglrasyona sahiptir ve kendisi bir radikaldir. Dioksijene bir elektron eklenmesiyle
stperoksit anyon radikali olusur. Siiperoksit anyonu metabolik islemler araciidi ile ya da
fiziksel radyasyon ile olusur ve “primer ROS” olarak adlandirilir. Primer ROS daha sonra
direkt ya da enzimler/ metal ile katalize edilen reaksiyonlarla diger molekiillerle etkilesime

geger ve “sekonder ROS"” molekdllerini olusturur (10).

2.2. HIDROJEN PEROKSITIN METABOLiZMASI

Memeli hicrelerinde ROS'un enzimatik kaynaklari; mitokondrial elektron transport
zinciri, arasidonik asiti metabolize eden lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri, sitokrom
P450, ksantin oksidaz, NADPH oksidazlar, eslesmemis nitrik oksit sentaz, peroksidazlar ve
diger hemoproteinlerdir (Sekil 1). Bu sistemler 6zellikle sliperoksit (O,"”) olusturmak (izere
molekiiler oksijenin bir elektron alip indirgenmesini katalize ederler. O,"", hizla nitrik oksit'i
(NO") inaktive ederek peroksinitrit olusturur. Normal kosullar altinda sliperoksit molekdil{
spontan olarak ya da slperoksit dismutaz enzimi ile H,O,’e donlismektedir. NO* kaybi
H,0O,'nin olusumunda artisa yol agmaktadir. Ksantin oksidaz ve glukoz oksidaz gibi enzimler
oksijene direkt iki elektron vererek H,O, olusturmaktadir. H,O,in eslesmemis elektronu

olmadidi icin aslinda bir radikal degildir. H,O,'in dnemi agir metallerin bulunmasi durumunda,



O," radikali ve H,0,, Fe gibi agir metallerle fazlaca reaktif olan hidroksil radikalini (OH")
olusturmak Uzere Fenton reaksiyonuna katimasidir. Myeloperoksidaz ve katalaza
baglandiginda H,0,, nitrik oksit radikalini (NO®) nitrojen dioksit anyonuna okside eden bilesik
Ii olusturur. Bu sirada nitrojen dioksit anyonu (NO;), nitrojen dioksit radikaline (NO;")
déntsmektedir. Nitrojen dioksit radikali nitrotirozinlerin olusumu gibi nitratlayici olaylara
katiimaktadir  (11). Memeli hicrelerinde glutatyon peroksidaz H,0,'in  dlsuk
konsantrasyonlarinin katalaz ise H,0,'in ylksek konsantrasyonlarinin eliminasyonunda énem
tagimaktadir. Glutatyon peroksidazin enzimatik etkisi, indirgenmis glutatyonun (GSH)
glutatyon rediiktaz ile NADPH kullanilarak yenilenmesine bagimlidir. NADPH, pentoz fosfat
yolu ile olusmakta ve hiz sinirlayict enzim glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ile kontrol
edilmektedir (12).

Milokondrial elekiron rommrepmrrm B
transportzinciri Glukoz oksidaz HO:
Ly (
I jenaz ]
NADPH gisidaz 0, ) HO
Eslesmemis eNOS e
Diger hemoproleinier 1e ’\ Fe3 _I:;h;llaz GPx
SOD 2
0,40 o= 0y 2H,0+0
+ MPO,
NO* Katalaz
@ I Bilegik 1 NO?
ONOO- [ ?Fe")
BH _
‘ ”Oz 2H,0 “02

l/ Tyr

3-NO,-Tyr

Sekil 1. H,0,'in metabolizmasi (11)



2.3. HIDROJEN PEROKSITIN SINYAL MEKANIZMALARI

Memeli hicrelerinde submikromolar konsantrasyonunda bulunan H,0,'in fonksiyonu
konusunda bilinenler azdir. Memeli hicre kiltiriinde tirozin kinaz, mitojen aktive protein
kinaz (MAP kinaz), epidermal biytume faktorl reseptori, potasyum kanallari ve aktivator
protein-1 (AP-1) ve nukleer faktdr kappa B (NFkB) gibi transkripsiyon faktérleri H,O, ile
aktive olmaktadir (10). H,O,; endotel hiicre blyumesi ve apoptozun dlizenlenmesinde
aracilik eden sinyal yollarina katilmaktadir. Vaskiler endotelyal blytme faktérti (VEGF) gibi
mitojenik uyaranlar stperoksidi ve sonrasinda da hidrojen peroksidi olusturmak Uzere
NADPH oksidazlar aktive eder. H,0,; buylime sinyalleri ile ilgili olan p38 MAPK, ERK1/2
(Extracellular signal-regulated kinase) ve transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonuna aracilik
etmektedir. Daha yiksek konsantrasyonlarda H,0,, Fas ve Jun N-terminal kinaz (INK)
yollarini aktive ederek apoptoza neden olmaktadir. H,O,, aktin iskeleti ve bariyer
fonksiyonlarini da dlizenlemektedir. Trombin gibi hiicre digi uyaranlara karsi olusan hiicre ici
H,O, fosfolipaz D ya da kalsiyum kalmodulin bagh protein kinaz II'ye bagh ERK1/2
aktivasyonunu indiikleme yetenegindedir. Daha ileri sinyal yolu tropomiyozini-1i aktive
ederek aktin iskeletinin ve bariyer fonksiyonunun dlizenlenmesinde gérev almaktadir. Protein
kinaz C (PKC), protein kinaz A (PKA) ve kalsiyum gibi gesitli kinazlar H,O,'in indiikledigi
endotel bariyerinin fonksiyon kaybinda da yer almaktadir. H,O,, eNOS ekspresyonu ve
endotele bagli vazorelaksasyonada aracilik etmektedir. Fizyolojik kosullarda damarlarda
H,0,; endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS)1 PI3K/AKT (Fosfotidil inozitol-3-kinaz/ aktive
serin treonin kinaz) sinyal yolu ile aktive etmekte bu da nitrik oksite bagh relaksasyona
neden olmaktadir. H,0,, endotelde enflamatuvar yanitin diizenlenmesinde de rol
oynamaktadir. H,0,; timér nekroz edici faktdr-a (TNF-a), hipoksi gibi hiicre digi uyaranlara
cevap olarak NFkB gibi transkripsiyon faktoriini aktive ederek hiicre ici adezyon molekuli-1
(ICAM), vaskiler adezyon molekil-1 (VCAM), MCP-1 (monosit kemoatraktant protein-1) gibi

enflamatuvar proteinlerin endotelde indiksiyonuna aracilik etmektedir (11).



2.4. HIDROJEN PEROKSIT VE ENDOTEL

Kan ve vaskiler diiz kas hticreleri arasinda yer alan endotel hiicreleri birgok vazoaktif
maddelerin salinmasinda, trombosit agregasyonunda, vaskiler yapinin kontroliinde gorev
almaktadir. Fizyolojik sartlar altinda endotelden salinan maddelerin baslica etkileri
vazodilatasyon, antiproliferatif ve antiagregan olmalandir. Bu etkileri dokuda kan akiginin
diizenlenmesi, kan basincindaki yiiksekligin sinirlandiriimasini saglamaktadir (13). Endotel’in
kan damarlarn igindeki pozisyonu kan ve vaskdler diiz kas hiicreleri arasinda bir bariyer gorevi
Ustlenmesini saglamaktadir. Bu nedenle endotel'in fonksiyonel biitiinliigii vaskiler sizinti ve
ateroskleroz olusumunun dnlenmesinde dnemlidir (14,15).

Endotel hiicreleri O,°, H,0,, OH®, nitrik oksit ve peroksinitrit radikalleri kapsayan reaktif
oksijen turleri olusturmaktadir. O, ve H,0O, gibi reaktif oksijen tirlerinin endotel
fonksiyonunda onemli etkileri vardir. Hem fizyolojik olarak dizenlenmesinde hem de
hastaliklarin patofizyolojisinde yer alirlar (16).

Baska bir faktdr yoksa, hidrojen peroksit memeli hiicrelerine mitojenik etkilidir. Cesitli
hiicre kdilttrlerinde dlstik konsantrasyonda H,O, proliferasyonu ya da hilicre yasamini
uyarmaktadir. Disuk konsantrasyondaki H,0O, endotel hiicrelerinde proliferasyona ilave olarak
hem migrasyonu hem de tip olusumunu uyarmaktadir (17). Dislik konsantrasyonlarda
(nano-mikromolar) cesitli sinyal yollarini aktive etmenin yani sira ylksek konsantrasyonda
olustugunda, H,0,'in agir metallerle reaksiyonu sonucu olusan hidroksil radikali, proteinleri,
lipidleri okside etmekte, DNA ipliklerinde kiriklara neden olmaktadir (11). Plazmada H,0, hem
proteinleri, sulfidril gruplari ve askorbat ile reaksiyona girdiginden dolay! disik diizeyde
tutulmaktadir. H,O, hiicre membranlarindan difiize olabilen stabil bir reaktif oksijen tirtddar.
Bu yilizden endotel hiicreleri subendotel boslukta intimal diz kas hticreleri ve enflamatuvar
hiicrelerinden olusan H,0,’e daha fazla maruz kalrlar. H,O,'nin vaskiler hiicre hasarini
indikleme mekanizmasi tamamen anlasilamamistir. H,O, eslesmemis elektron
icermemektedir ve bundan dolayi bircok ROS'dan daha az reaktiftir. Boylece, direkt oksidatif
hasarin disinda baska bir mekanizma vaskiler hicrelerde H,0,'in sitotoksik etkilerine katkida
bulunmaktadir. Séyle ki, enflamatuvar bir durumda olusan H,0,'in yiksek konsantrasyonlari
myeloperoksidaz ile daha reaktif molekdiller olan hipokloréz ve nitrozilleyici Grinleri
olustururlar. Bu oksidanlar cesitli antioksidan sistemlerle ortamdan uzaklastirirlar. Ancak
bunlar hicrelerin antioksidan kapasitelerini astiklari zaman hicrelere zarar vererek cesitli

hastaliklara yol acarlar (18).



2.5. OKSIDATIF STRES VE KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

“Oksidatif stres”, prooksidanlarin antioksidan kapasitesini asarak reaktif oksijen tdrleri
olusumunda artis ile sonuglanan, denge durumunun degismesi olarak tanimlanmaktadir (19).
Fizyolojik sartlar altinda endotelden salinan maddelerin baslica etkileri vazodilatasyon,
antiproliferasyon ve antiagregasyondur. Homeostaz durumunda endotel dokuda kan akisinin
diizenlenmesi, damar tonusu ve kan basincindaki yiiksekligin sinirlandiriimasi saglanmaktadir
(4). Endotel tabakanin kan damarlar igindeki yerlesimi kan ve vaskiler diz kas hicreleri
arasinda bir bariyer gorevi Ustlenmesini saglamaktadir. Bu nedenle endotelin islevsel
bitlnligu vaskiiler sizinti ve ateroskleroz olusumunun 6nlenmesinde 6nemlidir (20). ROS
damar duvarinda; endotel hiicrelerinin biylimesi, damar duvarinin yeniden diizenlenmesinde
ve endotel islevlerine ikinci mesajc olarak katilarak fizyolojik bir rol oynamaktadir (19).
Endotelde damar homeostazinin sirdirilmesi bircok faktérle olmaktadir. Endotel damar
tonusunu vazokonstriiktiirler (Anjiyotensin II, tromboksan A2 ve endotelin-1 gibi) ve
vazodilatorler  (Nitrik oksit: NO, prostasiklin, prostaglandin E2 gibi) olusturarak
dengelemektedir (20). Vaskiiler homeostazisin sirdtrilmesinde NO énemli rol oynamaktadir.
Serbestge difiize olabilen bir molekil olan NO'in; pihti olusumunu énlemesi, diz kas hticre
proliferasyonunu suprese etmesi, vazodilatasyona neden olmasi ve vaskiler duvara lékosit
yapismasini azaltmasi gibi gorevleri bulunmaktadir. Tim bu olaylar aterosklerozun baslamasi
ve ilerlemesinde yer alan sireglerdir ve NO'in anti-aterosklerotik ajan oldugu
distndlmektedir. Endotel NO biyobulunabilirliginin azalmasi endotel fonksiyon kaybinin
yaygin bir nedenidir. Oksidatif stres endotel fonksiyon kaybinin gelismesinde direkt ve
indirekt rol oynamaktadir. Endotel fonksiyon kaybinda direkt mekanizma, endotel kaynakl
NO’nun siiperoksit tarafindan inaktive edilmesi ve peroksinitrit olusmasidir. NO; guanil siklazi
aktive eder ve damar diz kaslarinda cGMP (guanozin 3’,5-monofosfat) olusumunu arttirarak
relaksasyona neden olmaktadir. Peroksinitrit guanil siklaz igin daha zayif agonisttir ve
vaskiler homeostaziste énemli olan prostasiklin sentazin nitrasyonuna ve bdylece enzimin
inaktivasyonuna neden olur. Prostasiklin vaskiler relaksasyona neden oldugundan,
prostasiklin kaybi artmis oksidatif stres durumunda endotelin fonksiyon kaybina katkida
bulunacaktir. Ayrica peroksinitrit potent bir oksidandir, tetrahidrobiyopterini ya da eNOS'un
ginko tiyolati ile bir araya gelmesini okside eder ki bu durum eNOS’un eslesmemesi olarak
tanimlanan, eNOS'un NO vyerine siliperoksit radikali olusturmasi ile sonuglanir. Bdylece artan
superoksit; sadece endotel kaynakli NO'i inaktive etmez; ayni zamanda peroksinitrit olusumu

ile prostasiklin sentaz inaktivasyonuna da neden olur. Her iki mekanizma endotelin fonksiyon



kaybina katkida bulunmaktadir. ROS drinleri artigi indirekt mekanizma ile vaskiler
homeostazi etkilemektedir: oksidatif stres distk dansiteli lipoproteinleri (LDL) okside ederek
aterosklerozu ilerletmektedir. LDL'nin oksidasyonu sonucunda endotel hiicre toksisitesi,
endotele I6kosit adezyonu ve sub endotel bosluga lokositlerin migrasyonu olusmaktadir. Tim
bu olaylar endotel fonksiyon kaybi slirecinde yer almaktadir. Okside LDL, NO’i de inaktive
etmektedir bu nedenle ROS olusumunun vaskiler homeostaziste ve aterosklerozda ¢ok
sayida etkileri bulunmaktadir (21,22). Endotelde fonksiyon kaybi olmasi, vazodilatasyonun
azalmasi yonlinde giden cesitli olaylar ile karakterizedir. Vaskiler sistemde reaktif oksijen
tlrlerinin artisi; endotele bagh dilatasyonu azaltir, arter limeninin daralmasi sonrasinda
periferal direncin ve kan basinci artmasina neden olan hipertansiyonla birliktedir. Endotel
fonksiyonunun bozulmasi ile antitrombik faktérlerin kaybi protrombik faktérlerin artigi,
enflamasyon, vazodilatasyon kaybi ve diz kas hicre proliferasyonu meydana gelmektedir
(20). Oksidatif stres; koroner arter hastaligi, kalp yetmezligi, hipertansiyon, periferal arter
hastaligi ve diyabet gibi hastaliklari kapsayan kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir (2). Sonucgta endotel fonksiyon kaybi; hem ateroskleroz hem de
vaskuler hastaliklarin ilk belirtisidir. Endotel fonksiyonlarinin iyilestiriimesi ya da arttirimasi
aterosklerozun gelisimini 6nleyecek, bu da kardiyovaskiler hastaliklarin azalmasi ile

sonugclanacaktir (sekil 2) (21).



eKsantin Oksidaz +NADPH Oksidaz <Eslesmemis eNOS eDiger kaynaklar

02°-
H,0, Oksidatif Stres

MS

Nitrik Oksit’in biyoyararlanimi l

|

Endotel fonksiyon kaybi

Vazodilatasyonun Kaybi inflamasyon

Trombosit Agregasyonu Diiz Kas hiicre Proliferasyonu

Sekil 2. Kardiyovaskiiler hastaliklar oksidatif stres ve endotel fonksiyon kaybi (22)



2.6. ANTIOKSIDANLAR
2.6.1. HUCRE ICI ANTIOKSIDAN SISTEMLER
2.6.1.1. Glutatyon

Glutatyon hicresel antioksidan savunmada goérev alan glutamik asit, sistein ve
glisinden olusan protein olmayan bir tiyol (silfidril) bilesigidir (23). Huicre igi glutatyon biylk
cogunlugu (> % 98) sitozol ve gekirdekte indirgenmis form (GSH) olmak (izere az miktarda
glutatyon konjugatlari (GS-R), merkaptidler (Cr, Cu (I), Cu (II), Se, Zn), tiyoeter ve tiyoester
formlarinin yani sira yikseltgenmis disulfit dimer formu (GSSG) seklinde bulunmaktadir. Sekil
3'de indirgenmis glutatyonun yapisi gortlmektedir. Sitoplazmada GSH/GGSG orani 10:1'dir
(24). Hicrelerdeki oksidatif stres, GSH ve GSSG durumu olclilerek degerlendirilebilir ve
siklikla bu ikisi arasindaki oran olarak ifade edilir. Bu oran oksidatif stresin énemli oldugu
hastaliklarin klinik gostergesi olarak degerlendiriimektedir (25,26). GSH, oksidatif stresin
birikimini yansitan yaslanmaya bagll durumda GSSG'ye yikseltgenmis olur. Glutatyonun
ylikseltgenmis formu glutatyon distilfid'tir (GSSG) (21). Hiicrelerdeki GSH'in biyiik gogunlugu

sentez edildigi yer olan sitoplazmada bulunur (sekil 3)(27).

Glutamat

NH,
y-Glutamil amid baglantisi
NH

SH  Sistein

Glisin

Sekil 3. indirgenmis glutatyonun yapisi (24)
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Normal kosullarda hticre igi GSH duzeyi baslica iki mekanizma ile diizenlenmektedir:
sentez hizinin kontroli ve hicre digina ¢gikmasi. Bununla birlikte GSH duizeyi hiicrenin tiyol
dengesini degistiren gesitli kosullar ve ajanlardan da etkilenmektedir. Bu durum glutatyon-S-
konjugatlan ya da komplekslerinin olusmasina ve/veya glutatyonun hiicre igi organellerinde
dagiiminin bozulmasina neden olmaktadir. Glutatyon diizeyi; hamilelik, egzersiz, beslenme,
hormonal/stres dlzeyinden de etkilenmektedir (28). GSH'In sentezi iki enzimle hcre
sitozoliinde gergeklesmektedir. GSH'In sentezinde ilk reaksiyon y-glutamilsistein olusumunu
saglamak Uzere L-Glutamat ile L-Sisteinin konjuge olmasidir. Bu reaksiyonu y-glutamil sistein
ligaz olarak da bilinen y-glutamil sistein sentetaz (y-GCS) kataliz etmektedir. y-GCS
reaksiyonunda peptidik y-zinciri olusturmak (zere glutamat’in y-karboksil gruplar sistein’in
amino gruplan ile reaksiyona girer bdylece GSH hicre ici peptidazlarin hidrolizinden
korunmus olmaktadir (24). Ayrica sisteinin bulunabilirligi de GSH sentezinde hiz sinirlayicidir.
Sistein ve okside aminoasit formu olan sistin hiicrelere sodyuma bagh ve bagl olamayan
tasiyicilarla hiicreye alinmaktadir (29). ilk basamaktan sonra glutatyon sentetaz (GS) ile; y-
glutamilsistein’e glisin eklenerek glutatyon (GSH) meydana gelmektedir. Her iki basamakta
da birer ATP molekdld kullanilmaktadir (Sekil 4) (30).

L-Glu + L-Cys + ATP \
l Y-Glutamil Sistein Sentetaz
L-y-GluCys + ADP + Pi

}

L--GluCys + Gly + ATP

Gly : l GSH Sentetaz

L-y-GluCysGly + ADP +Pi

GSSG +— GSH— Gs-R
<0.1mM 1-10mM <0.1mM /

Sekil 4. Glutatyonun sentezi (28)
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Sentezden sonra GSH mitokondri, gekirdek ve endoplazmik retikulum gibi hiicre ici
kompartmanlara ve hiicre disi bosluga (kan plazmasi ve safra) diger dokular ve hicreler
tarafindan kullanilmak Uzere dagilmaktadir. Cok az miktarda akciger sivisi ve beyin omurilik
sivisi gibi hlicre digi bosluklara da verilmektedir. GSH ve konjugatlari apikal membrandan
multidrug resistanse protein 2 (MRP2) ile gegmekte halbuki kan plazmasina bazolateral
membrana gegiste MRP1 ve organik anyon transport polipeptid proteinler (Oatp 1) gbrev
almaktadir. Hicre igi transportunda aracilik eden spesifik proteinler hakkinda bilinenler azdir.
Glutatyonun mitokondriye gegisinin bir kismi dikarboksilat ve okzoglutarat tasiyicisi ile
cekirdege gegcisi ise muhtemelen gekirdek porlarindan pasif difiizyonla gergeklesmektedir.
Endoplazmik retikulma gegisi ise bilinmemektedir (Sekil 5)(28).

Apikal Béliim

Bazolateral
B&lim

—» Cekirdek

GSH GSSG Endoplazmik retikulum /

Sekil 5. Glutatyonun hiicre igi dagiimi ve hiicre disina gikisi (28)

Hiicre icinde meydana gelen GSH sentezinin tersine yikimi hiicre disinda ekstrasellller
boslukta meydana gelmektedir. Glutatyon katabolizmasi ekstraselliler olarak y-glutamil
transpeptidaz enzimi ile olmaktadir. y-glutamil transpeptidaz enzimi, hicrelerin apikal
ylizeylerinde eksprese edilmekte sadece GSH'In degil glutatyon-S-konjugatlarinin ve
glutatyon komplekslerinin de katabolizmasina aracilik etmektedir. y-glutamil transpeptidaz;
GSH ve GSH konjugatlarindan ya hidroliz reaksiyonlarini katalize etmekte [serbest L-glutamik
asit (L-Glu) + sisteinil glisin (Cys-Gly) ve sisteinil glisin konjugatlar (RS-Cys-GlIc) salinir] ya
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da transpeptidasyon reaksiyonunu katalize etmektedir [y-Glutamil aminoasitler (y-Glu-AA) +
sisteinil glisin (Cys-Gly) ve sisteinil glisin konjugatlari (RS-Cys-Glc) olusmaktadir].
Transpeptidasyon reaksiyonunda olusan y-glutamil aminoasitleri, hicre ici enzim y-glutamil
siklotransferazin substratidir ve tekrar hicrelere geri ddnerler. y-glutamil siklotransferaz; y-
glutamilaminoasidin 5-okzoprolin ve serbest bir aminoaside donlisimini kataliz etmektedir.
Olusan 5-okzoprolin, 5-okzoprolinaz ile glutamata donismektedir. Transpeptidasyon
reaksiyonunda olusan diger Urinler sisteinil glisin ya da sisteinil glisin konjugatlari, sistein ile
glisin arasindaki peptid badini yikan ektoprotein dipeptidaziar ile daha ileri hidrolize
edilmektedir. Her iki reaksiyonda olusan serbest aminoasitler ve y-glutamil aminoasitleri
hiicrelere geri alinmakta ve tekrar GSH'In olusumunda kullaniimaktadir. Clnkid bu yol
hiicrelerden kaybolan GSH'In tekrar déngiisiini saglayan bir yoldur (Sekil 6)(24,28).

GSH ve GSH iceren bilesikler hiicrelerden salininca, organ iginde ve organlar arasinda
glutatyonun yikimi ve kullanimini s6z konusudur Glutatyonun metabolizmasinin bagslica yeri
olan karacigerde; siniizoidal bolimlerin yani sira safra boslugunda katabolizmasi, yikim
drGnlerinin bazilarinin karacigerden tekrar emilimi, sistein-S-konjugatlarinin merkaptodirik
aside donusiml ya da aminoasitlerin kullanimi gibi olaylar gergeklesmektedir. Sistein -S-
konjugatlan (Cys-SR) N-asetil transferaz enziminin substratidir, tekrar hticrelere déner ve N-
asetil- sistein- konjugatlar (N-asetil- sistein- SR ya da merkaptolrik asit) olusur. Mekaptouirik
asit hicrelerden disan ¢ikar, feces ya da idrarla atilir. Mekaptolrik asidin transport

mekanizmasi belli degildir.

Cys-SR N-asetil-transferaz \ GSH GS-R
Cys-SR—> N-Asetil-Cys-SR Y-Glutamil
{(Merkaptourik Asid) Transpeptidaz
L-y-Glu-AA
? Cys-Gly RS-Cys-Gly
y-Glutamil Siklotransferaz ik -
L- y-Glu-AA —> 5-Oksoprolin+Aminoasit yada yada

L-»Glu-AA L-v-Glu-AA

5-Oksoprolinaz Cys-Gly RS-Cys-Gly
5-oksoprolin — L-Glu [ress
Merkaptodirik l Di peptid:z

> Asit K
Cys RS-Cys
+ Gly + Gly

Sekil 6. Glutatyonun katabolizmas (28)
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GSH; koenzim, kofaktér ve /veya bir gok enzimin substratidir ve konjugasyon ve
redoks reaksiyonlarina katiimaktadir. Oksidatif stres ya da elektrofilik bilesiklere maruz
kalindiginda, hiicre iginde GSSG ve glutatyon-S-konjugatlari (GS-R) olusmaktadir.
Konjugasyon reaksiyonlari kendiliginden meydana gelmekle birlikte bir niikleofil olarak GSH;
glutatyon transferaz'in (GST) katalize ettigi reaksiyonda gesitli elektrofillerle (ksenobiyotik ya
da endojen metabolitler) reaksiyona girmekte bdylece GSH-konjugatlarini olusturmaktadir.
GSH; (glutatyon peroksidaz (GPx) ile oksidanlarin indirgenmesini, glutaredoksin (GRX),
peroksiredoksinler (PRX) ve tiyoredoksinler (TRX) aracilidi ile de proteinlerin tiyol gruplarinin

denge durumunun sirdirilmesini saglamaktadir (Sekil 7)(28).

ﬂsu + Elektrofil <2X> Gs-R \

GSH + Oksidan%:» GSSG ya da GS-SR (GS-Protein gibi)
GSH + Radikal —> GS: ya da GS-R (GS-NO gibi)

GSH + Metal «—— GS-Mya da GS-M-5G
GSH + Disiilfit (Protein-S-SG)«——> Protein-SH + GSSG

NADPH + H‘\ /GSSG . JGRX(SH), Protein-S, TRX(SH),, ,NADP"
\ ./
GSSG Tiyoredoksin
Rediiktaz Rediiktaz

v/ \' L L | ; ;
NADP" 2 GSH GRX-S, Protein(SH), TRX-S, NADPH + H*

Sekil 7. Glutatyonun redoks ve konjugasyon reaksiyonlari (28)
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2.6.1.2. y-Glutamil Sistein Sentetaz (EC 6.3.2.2)

Glutatyonun de novo sentezinde hiz sinirlayici enzim olan ve daha dnceleri y-glutamil
sistein sentetaz (y-GCS) olarak da bilinen glutamat sistein ligaz (GCL) enzimi 73 kDa
agirhdinda, tiim substratlari baglama vyeri iceren agir alt birim (katalitik, GCLC) ve 28 kDa
(dlizenleyici, GCLR) agiridinda substrat ve inhibitdrlere baglanmada agir altbirimin afinitesini
dizenleyen hafif alt birimden olusan bir heterodimerdir (31). y-GCS enzimi altbirimler
arasindaki distlfid badi ile stabilize edilmektedir. y-glutamat sistein sentetaz reversibl disiilfid
baglar olustugunda aktive olmakta, distilfid baginin varligi veya yoklugu enzimin substrat
veya inhibitorlere karsi affinitesini diizenlemektedir (32,33). Disiilfid bagi GSHIn fizyolojik
konsantrasyonunda (0.5 ile 10 mM) indirgenmekte; GSH diizeyinin azalmasi distilfid bag
olusumu ve optimum enzim aktivitesi olusumunu attirmaktadir. Insanda adir alt birimde 14
sistein, hafif alt birimde 6 sistein bulunmaktadir. Optimum enzim aktivitesi igin gereken
distilfid baglan en az iki cifttir. Bir cift distlfid bagi agir alt birim ve hafif alt birim arasindadir.
ikinci disiilfid bag molekiil icindedir. Fizyolojik konsantrasyonlarinda glutatyon, GSH'In
feedback inhibisyonu (geriye dogru besleme) yoniinde y-glutamat sistein sentetaz enziminin
konformasyonunda degisiklik meydana getirerek molekiiller arasi disiilfid bagini
indirgemektedir. Insan agir alt birim kromozomun 6p12'de haritalanmistir. Tek kopya geni
ve (¢ alleli bulunmaktadir. Insan hafif alt birim ise 1p21’de haritalanmistir, tek kopya geni
vardir (32).

Cesitli bilesikler y-glutamil sistein sentetaz aktivitesini arttirarak rediikte glutatyon
dizeyini arttirmaktadir (22). Huang ve ark. (33) yaptiklar calismalarinda y-glutamil sistein
sentetaz enziminin agir ve hafif alt birimleri arasinda disllfid bagi olustugunda substrat
baglama yerinin siki hale gectigini, GSH ve dider tripeptidlerin baglamasinin zorlastigini;
subinitler arasi disiilfid baginin indirgenmesinden sonra konformasyonel degisiklik ile
substrat baglanma yerinin gevsek duruma gectigi ve tripeptidlerin kolay baglanabildigini

gostermiglerdir (Sekil 8).
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HS L

HS.

Sekil 8. y-GCS enziminde distilfid bagi olusumu ve indirgenmesini gdsteren bir model (33)

y-GCS aktivitesini ve/veya mRNA'sini azaltan/arttiran uyaranlar ve olusan cevap
konusunda bilinenler azdir. Bu degisikliklerden sorumlu mekanizmalar tamamem
bilinmemektedir. De novo glutatyon sentezinin diizenlenmesi en az (¢ faktor ile olmaktadir:
hiicrelerde y-GCS diizeyi, substrat bulunabilirligi (6zellikle sistein) ve y-GCS (zerinde GSH'In
feed back inhibisyonu. y-GCS aktivitesi, nitrozasyon ve fosforilasyon ile de
dizenlenebilmektedir (33). Glutamat ve glisinin hicre igi konsantrasyonu ylksek
oldugundan, GSH biyosentezini sinirlandiran sistein konsantrasyonudur. Bu yiizden hiicrelere
alinan sistin ve sisteinin artisi GSH biyosentezini arttirmaktadir (27). GSH, y-GCS'nin non

allosterik feed back inhibitoriidiir, GSH enzime baglanmada glutamat ile yarismaktadir (27).

2.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz (EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (glutatyon:H,0O, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9; GPx) Mills
tarafindan hemoglobini oksidatif yikimdan koruyan eritrosit enzimi olarak ilk defa 1957 yilinda
kesfedilmistir. Glutatyon peroksidazlar endotel hicrelerinde eksprese edilen baglica
selenoproteinlerdendir. Endotelde selenoproteinlerin roll, oksidatif hiicre hasarindan koruma
yetenedi ile ilgilidir. Endotelde hidroperoksitleri indirgeyerek endotel hiicresinin fizyolojisinin
strdlrtlmesi ve oksidatif hasardan korunmasini saglar. Endotel hiicresinde 0&zellikle
superoksit, hidroperoksit ve nitrik oksit gibi reaktif oksijen tlrleri ve nitrojen Grunleri
olusmaktadir. Bu Urlinlerin metabolizmasi ve fizyolojik fonksiyonlar glutatyon peroksidazlar
ile diizenlenmektedir. Endotelde selenoproteinler; hlicre adezyon molekdllerin ekspresyonunu
kontrol ederek hiicre adezyonunu, siklooksijenaz ve lipoksijenaz aktivitesini kontrol ederek
eikosanoid olusumunu, stiperoksit anyon/nitrik oksit dengesini saglayarak vaskdiiler tonusun

dizenlenmesinde gdrev alirlar (34,35). GPx'den ilk kesfedileni ve sitozolik veya hicresel
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GPx'de denen GPx-1'dir. GPx-1; H,0,'i ve kolesterol ve uzun zincirli yag asiti peroksitlerini
iceren bir grup organik hidroperoksitleri metabolize etmektedir (36). 1970'lerin basinda iki
grup, GPx-1'in selenyuma baglh enzim oldugunu gostermistir. Daha sonralar GPx-1
proteininde selenosistein (Sec), selenyumun bir kismi olarak tanimlanmistir. Glnimuzde
selenosistein, sisteine benzemesine ragmen yirmi birinci aminoasit olarak bilinmektedir.
Selenosistein, GPx-1'in katalitik bdélgesinde bulunmakta ve sisteine vyapisal olarak
benzemektedir (37). GPx'ler selenyum-bagimh GPx'ler ve selenyum-bagimsiz GPx'ler olarak
iki gruba ayrilmaktadir. Glutatyon peroksidazin birinci formu (GPx-1); bitiin tlrlerde GPx-1
her biri bir selenosistein rezidiist tasiyan ve molekil agirhgr 22—-23 kDa olan dort alt Gniteden
olusmus homotetramerik bir proteindir (36, 38). GPx-1in molekiler mekanizmalari ve
islevleri sekil 9'de gosterilmektedir.

MOLEKULER MEKANIZMASI

Lipid peroksitleri
indirger

Hidrojen peroksiti Peroksinitriti
indirger indirger

Nitrozatif strese kars: NO’in
korur biyoyarardanimim korur
Oksidatif strese karg Endotel
korur fonksiyonunu korur
iskemi reperfizyon Kalp / damar yapi ve
hasanna karsi korur fonksiyonunukorur
Hiicrenin denge
durumunu korur

KORUYUCU ETKILERI

Sekil 9. Glutatyon peroksidaz-1‘in molekiler mekanizmalari ve islevleri (39)



Sitozolde bulunan glutatyon peroksidazin ikinci formu gastrointestinal veya GI-GPxG1
olarak adlandiriimaktadir. GPx-2 olarak adlandirilan bu formu, GPx-1 ile % 60 amino asit dizi
benzerligi gostermektedir. H,O, ve yad asidi hidroperoksitleri indirgerler, fakat fosfolipid
hidroperoksitlere etkileri yoktur (36).

GPx-1'in kesfinden sonra, birgok yil plazmadaki GPx aktivitesinin karaciger ve farkli
organlardaki enzimin sizintisindan kaynaklanabilecegi disiiniildii. Selenyum arttiginda enzim
aktiviteleri artmakta, azaldiginda plazma GPx aktivitesi azalmaktaydi. Plazma GPx'i (GPx-3),
GPx-1 ile benzer substrat spesifitesi gdstermekte ve fakat kirmizi kan hicrelerini presipite
eden GPx-1 antikorlari ile reaksiyona girmemektedir. Calismalarda GPx-3'Un alt birimlerinin
molekiler agirhginin 23-25 kDa oldugu ve GPx-1 ile % 40-50 arasinda homoloji gosterdigi
O6ngorilmektedir (36).

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz [(PHGPx, GPx-4); 20-22 kDa agirliginda
monomerik yapidadir ve substrat olarak lipid peroksitlerin yanisira H,O,'de kullanmaktadir.
GPx-3 hiicre disinda islev goren bir glikoproteindir. Glutatyon peroksidaz benzeri diger
proteinler; selenyum-bagimsiz olanlar selenosistein yerine sistein igeren glutatyon
peroksidazlardir (36).

Epididime spesifik glutatyon peroksidaz (GPx-5)] ve olfaktdr epitelyumunda bulunan
(GPx-6). Bu enzimler peroksitlerin ylkiminda substrat spesifiteleri ve dokulardaki dagilimi
farkhhk gostermektedirler (36). Yapilari arasinda da cesitlilik vardir; GPx-1,2,3 90 kDa
homotetramerik yapida, altbirimlerinin molekil agirhdgi 22-25 kDa'dur; GPx-4 20-22 kDa
adirhginda monomerik enzimlerdir. GPxler; glutatyon rediktaz ve GSH araciligi ile
NADPH'dan elekron alarak hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin indirgenmesini

katalize ederler bdylece hiicreleri oksidatif strese karsi korurlar (Sekil 10) (38).

s - Farsy.ge ROOH*H
el e vl o " 1 X -bhe
NADF}H +H1- : ‘._,.-'.' 4 _GF? ) *\ : -_~.\. .I_.r'f M\‘"-._l‘ .__-"/ e \\\

S\ / “_. ROH

'|; | ( GPx ) SeOH

R /" R'-SH

sl M OR T 4 NogEgs A N —n A
NADP ——gH ((GPx »-Se-SR' ™ H,0

Sekil 10. NADPH'dan GSH ve Glutatyon rediiktaz aracilidi ile elektron transferi (35)
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2.6.1.4. Glutatyon Rediiktaz ( EC 1.6.4.2)

ROS’'un hem enzimatik hem de enzimatik olmayan detoksifikasyonu GSH'dan GSSG
olusumu ile sonuglanir. GSSG'deki artis hiicrelere zararl oldugu icin GSSG siklikla hiicrelerin
disina transport edilir bu da total GSH'un azalmasi ile sonuglanir. GSSG’nin elimine etmek igin
daha ekonomik olan yol, glutatyon rediiktaz aktivitesi iledir ve NADPH’a bagh bir reaksiyonla
GSSG'den GSH olusmaktadir. Mitokondri ve sitoplazmada yer alan glutatyon rediiktaz, distilfid
bagi ile baglanmis homodimer seklindedir.  Glutatyon rediiktaz aktivitesindeki artisa
birbirinden ayri iki mekanizma aracilik edebilir: birincisi Glutatyon rediiktaz aktivitesi ve/veya
diizeyinde artig, ikincisi hiicrelerde NADPH kaynadi olan pentoz fosfat santinin aktivitesinin
artarak NADPH diizeyinde artis. Glutatyon rediiktaz; FAD-igeren piridin nikleotid distilfid
oksidorediiktaz ailesindendir. Aktif enzim; her biri FAD, NADPH ve GSSG igin baglanma yerleri
iceren iki altbirimden olugsmaktadir. Enzim NADPH'dan GSSG'ye elektron akiginda 6nemli rol
oynayan redoks-aktif disllfid de igerir. Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonu indirgenmis
hale donustirirken, NADPH'dan gelen elektronlar ylkseltgenmis glutatyonun disiilfid bagina
direkt olarak aktarilmaz. Once FAD'ye aktarilir. Enzimin katalizledigi reaksiyon sirasinda FAD,
NADPH tarafindan indirgenir. Bundan gelen elektronlarda enzimin aktif merkezinde iki sistein
rezidlisi arasindaki disllfid bagina (-S-S) aktarilir. Bu sekilde —SH gruplan GSSG ile
etkilesime girerek GSSG iki GSHa indirgenmektedir. Fizyolojik sartlarda reaksiyon esas olarak
tek yonlidir ve glutatyon rediiktaz bu yolla hiicre igerisinde GSH/GSSG oraninin yiksek
tutulmasini saglamaktadir (sekil 10)(27, 33).
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2.6.2. HUCRE DISI ANTIOKSIDAN
2.6.2.1. Resveratrol
2.6.2.1.1. Yapisal Ozellikleri

Polifenoller; flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asitler, lignanslar ve stilbenleri
kapsayan bir antioksidan ailesidir. Tuma fenil alanin tlrevidir ve reaktif hidroksil grubu olan
aromatik halka igerirler. Stilbenlerin alt sinifi icinde yer alan resveratrolin (3,5,4-
trihydroxystilbene) trans ve cis izomerik formlar bulunmaktadir. 7rans izomeri bitkilerde
daha fazla bulundugundan dolayi, lzerinde gok sayida calisma yapilmistir. Resveratrol
dogada 3-O-B-glukozidler (glikozile) seklinde bulunur: “Piseidler”.  Resveratroliin minor
konjuge formlan 1-2 metil grubu (3,5-trimethoxy-4'-hydroxystilbene: “Pterostilben” ), bir
stlfat grubu ya da yag asiti icermektedir. Yer degistirme en fazla iki hidroksil grubu ile
olmaktadir, bdylece konjuge polifenoller antioksidan durumun siirdiiriilmesini saglamaktadir.
Dogal olarak olusan resveratrol analoglari (i¢ hidroksil grubundan ziyade dort hidroksil grubu
tagiyan “piseatannol” (3,4,3',5"- trans-tetrahydroxystilbene) formunda bulunmaktadir (Sekil
11) (4).
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Sekil 11. Resveratrol ve konjuge formlarinin yapisal formdlleri (4)
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2.6.2.1.2. Kaynaklan

Resveratrol ve analoglari (piseatannol, pterostilben) (iziim, sarap, yer fistid,
yabanmersini, dut, cilek, bogirtlen ve keciboynuzunda bulunmaktadir. Resveratrol 1976
yilinda Uzimde fitoaleksin olarak kesfedilmistir. 1982 yilinda resveratroliin Cin ve Japonya‘da
Kojo-kon (Kojo-kon: Itadori cayl olarak da bilinmektedir) olarak adlandirilan; cilt
enfeksiyonlari, fungal enfeksiyonlar, kalp, karacier ve damar hastaliklarinda kullanilan
“Polygonum cuspidatum”un kurutulmus koklerinde bulundugu bildirilmistir. Insan diyeti
genistein, kuarsetin, epigallokatesin (soya fasulyesi, yesil cay ekstresi) ve resveratrol (liziim
kabugu, yer fistigi) gibi cok sayida bitki kaynakl polifenol igerir. 1970l yillarin baslarinda
Fransa’da kirmizi sarap tiiketimi ile kardiovaskiiler hastalik sikligi arasinda ters oranti
saptanmigtir: “Fransiz paradoksu”. Daha sonralari bu molekilin pek g¢ok yararli etkileri
tanimlanmistir (4, 40) 7rans izomeri daha stabildir ve UV, ylksek pH ile frans izomeri cis

izomerine donusirken gorindr 1sik ve distik pH'da cis izomeri trans izomerine donlismektedir

(3).

2.6.2.1.3. Biyosentezi

Resveratrol sinirll sayida bitkiler tarafindan sentezlenir. Normalde fazla miktarda
bulunmaz, strese cevap olarak Uretilir. Biyosentezini stilben sentaz enzimi kataliz eder.
Resveratroliin biyosentezi malonil-CoA'dan i¢ C, Unitesi ile p-kumarol-CoA'nin p-kumarol
kalintisinin dekarboksilasyon ile kondensasyon sonucu meydana gelir. Daha ileri reaksiyonlar
bifenolik halkanin 3. pozisyonunda dogal resveratroliin glikozil ya da silfat kalintilarina
konjuge olmasidir (Sekil 12). Resveratrol oksidatif yikima daha duyarl iken glikozillenmis
piseid formu daha direnglidir. Glikozillenmis resveratrol biyolojik aktivitenin strdurdlmesini

saglar, daha fazla ¢6ziinlr ve stabildir, boylece insan barsagindan daha kolay emilmektedir

4.
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Sekil 12. Resveratrollin biyosentezi (4)

2.6.2.1.4. Diyetle Alinan Resveratroliin Emilimi

Insan barsak Caco-2 hiicrelerinde diyetle alinan resveratroliin cogunlukla barsak
diizeyinde emildigi gosterilmektedir. Resveratroliin emilimi ve taginmasi sigan barsak, insan
kolon karsinom Caco-2 hiicre hatti, insan hepatosit ve saglikl bireyler gibi bir cok modelde
calisilmistir. Sican ince barsak modelinde resveratrol fazla miktarda jejunumdan, az miktarda
da ileumdan emilmektedir. Bazolateral tarafa transport edilen resveratroliin cogu glukuronid
ve sulfat formunda konjuge edilir. Tim perflize edilen resveratrol ve konjugatlarinin yalnizca
% 6'sl barsak epitelini gegmektedir (4). Resveratrol diyet Urlinlerinde cis ve trans seklinde

bulunur, gogunlukla glikozillenmis formu 3-O-beta-D-glukozid'tir. Glikozilasyon resveratroliin
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enzimatik olarak oksidasyonunu inhibe eder ve bdylece biyolojik aktivitesini korur, stabilitesini
ve biyoyararlanimini arttirir. Barsak hiicrelerinde sadece aglikone resveratrol emilebildigi igin
emilim sirecinde glikozidazlar gerekir. Bu nedenle, vyiyecekteki aglikone ve glikozile
resveratrolin birbirine oranlari emilim hizini diizenler. 7rans-piseidin deglikozile edilmesi ince
barsakta laktaz florizin hidrolaz [Lactase phlorizin hydrolase (LPH)] ve sitozolik-B-glukozidaz
[Cytosolic-B-glucosidase (CBG)] tarafindan gerceklesmektedir. Enterositlerden gegiste frans—
piseidin 2 yolu vardir: Birinci yol apikal membran Uzerinde bulunan LPH iledir. Limene
aglikon trans-resveratrol olarak salinir. Daha sonra apikal membrandan pasif olarak diflize
olur. Ikinci yol sodyuma bagl glukoz transporter 1 [Sodium-dependent glucose transporterl
(SGLT1)] ile fircamsi kenar (brush-border) membranini gegtikten sonra CBG ile glukozidlerin
yikimidir. Deglikozilasyondan sonra trans-piseidten trans-resveratrol olusmaktadir. 7rans-
resveratrol enterositlerde daha ileri metabolize edilir, olusan yeni bilesik glukuronat
konjugatlandir. Major glukuronat frans+esveratrol-3-O-B-glukuronidtir. Min6r olani ise, trans-
resveratrol-4'-O-B-glukuronidtir. 7rans+esveratroliin glukuronidasyonu sadece karacigerde
degil enterositlerde de UDP-glukuronoziltransferaz  [UDP-glucuronosyltransferase (UGT)]
ailesinden UGT1A1 ile olmaktadir. Glukuronokonjugatlar enterositlerden limene ekskrete
edilir. Metabolitlerin apikal membrandan pasif olarak diflize olmasi negatif yiiklerinden dolayi
fizyolojik pH'da mimkin degildir. Bu bilesikler MRP ailesinden [multidrug resistance
associated protein family (MRP)] 6zellikle MRP2 ile disariya atilir. MRP2 yalnizca apikal
membran Uzerinde bulunmaktadir. MRP2 akis pompasi hem frans-piseidin hem de frans
resveratroliin disariya akigi ile ilgilidir. Hicrede dogal form (piseid ya da resveratrol)
glukuronidlerden daha fazladir (sekil 13) (41).

P R R P

Apikal taraf
(Barsak liimeni)

R = Trans-resveratrol
P = Trans-piseid

P{csc}— R

Trans-resveratrol-3-0-P-glukuronid
Trans- 1-3-0-p-gluk id

Bazolateral

taraf l I

Sekil 13. 7rans-resveratrol ve trans-piseidin emilimi (41)
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2.6.2.1.5. Diyetteki Resveratroliin Dokulara Transportu

Resveratroliin hidrofilik konjugatlarina dontisimi kana gegisini, viicutta dagilimini ve
atilimini kolaylastirir. Hayvan calismalarinda resveratroliin oral alindiktan sonra aglikone ve
konjuge formlarinin kanda saptandigi gosterilmektedir. Resveratrol oral yolla alindiktan birkag
saat sonra dokulara dadilmaktadir. Zamanla ikinci pik goriiliinceye kadar plazma
konsantrasyonu azalmaktadir. Ikinci pik safradan salindiktan sonra tekrar dolasima
girmesinden kaynaklanmaktadir. Resveratrol ve metabolitleri karacijer ve safra kesesi
tarafindan kandan filtre edilerek safra ile barsaklara atir. Daha sonra tekrar geri emilime
ugramaktadir. Resveratrol oral yolla alindiktan kisa siire sonra kolonda bulunur. Ancak
dokulara dagiimi birkac saati alrr. Insan karaciger hiicresine resveratrolin alimi ve
metabolizmasi in vitro modellerde calisilmistir. Insan karaciger hiicresine resveratroliin alimi
baglangicta artis gdsterirken (dakikalar icinde) daha sonra stabil olmaktadir (saatler iginde).
Resveratroliin dlsiik konsantrasyonunda, hepatosit hiicre igine aliminda, sicakliga hassas
aktif taslyicllar araciik ederken ylksek konsantrasyonda ise molekil doygunluga
ulasmayacak sekilde fakat konsantrasyona bagli olarak hicrelere difiize olmaktadir (4).
Hepatoblastoma hiicrelerinde, resveratroliin pasif diflizyon ve olasilikla tasiyici aracili
mekanizma ile hiicre igine alindigi gosterilmistir. Duisiik konsantrasyonda, total alimin
yarisindan fazlasi tasiyict aracii mekanizma ile olmaktadir. Fizyolojik kosullarda bu
mekanizma, Ozellikle albumin olmak lizere serum proteinlerine bagh olmasina ragmen kan
dolagiminda bulunan resveratroliin hepatik hiicrelere alimini saglamaktadir. Tasiyici aracil
transportta iki hipotez ileri striilmektedir. Birincisi: aktif tasiyicinin organik anyon transport
polipeptid olabilecegi, digeri resveratrol-albumin kompleksine baglanan albuminin tasiyici
proteinler ile resveratroliin hiicre icine alinabilecegidir. Resveratrol-albumin kompleksinin
albumin membran reseptori tarafindan tutulacagi ve daha sonra hiicre membraninda serbest
birakilacagi varsayilmaktadir (Sekil 14) (42).
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Hiicre ici hedefleri

Sekil 14. Resveratroliin plazmadan hicre ici hedeflere olasi yollari
(A: Albumin, B: Resveratrol) (42)

Albuminin ¢ok sayida amfifilik moleklli tasidi§i ve badladigi bilindiginden
resveratroliin plazmada tasiyicisi olarak iyi bir adaydir. Insan serum albumin ve sican plazma
albumin ile resveratrollin etkilesiminin oldugu gosterilmistir. Serbest yag asitlerinin albumin’e
resveratrollin baglanmasinda pozitif etkileri oldugu gosterilmistir (42).

Resveratroliin hiicre igi reseptorleri konusunda bilinenler gok azdir. Resveratrolln aril
hidrokarbon reseptoriine (AhR) baglanan digoksinin  yarismali antogonisti oldugu
gosterilmistir. Resveratrol, AhR'nin nukleusa tranlokasyonunu saglamaktadir. Genistein ve
resveratrol gibi fitodstrojenler, insan Ostrojenleri ile bazi yapisal benzerlikler gdstermekte ve
Ostrojen reseptoriine baglanabilmektedir boylece Gstrojene cevap veren diizenleyici genlerin
transkripsiyonunu aktive etmektedir. Dietil stilbestrerole benzeyen vyapisindan dolayi
“fitoostrojen” olarak da tanimlanan resveratrol estradiol ile kombine oldugunda
“stiperagonist” olarak fonksiyon gérmektedir. Son yapilan galismalarda resveratrolin her iki
izomerinin 1imli konsantrasyonda (>10 uM) yalnizca stiperdstrojen etkinligine sahip oldugu;
daha distik konsantrasyonlarda (<1 pM) antistrojenik etkilerinin bulundugu gosterilmistir.
Resveratrol meme kanseri hiicrelerinde Ostrojen reseptor agonisti olarak rol oynamaktadir
(42).
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2.6.2.1.6. Diyetle Alinan Resveratroliin Atilimi

Hayvan modelinde resveratroliin bdbreklerden atiiminin saatler icinde basladigi ve
12-24 saat sonra arttigi gosterilmistir. Bobrekte baslica aglikon (dogal) formda bulunurken,
idrarda konjuge formu codunluktadir. insanda atilim zamani resveratroliin plazmada bulunan
konsantrasyonuna badli olarak degisebilmektedir. Baslangic ile atilim miktar arasinda
korelasyon bulunmamaktadir. Cok kiglk miktarda resveratrol hizla metabolize ve elimine
olurken; belirli dozun lizerinde resveratrol dokularda alikonulmakta ve birikmekte bdylece
hiicre alimi ve hiicre ici sinyalleme icin hazirda bulunmaktadir. Resveratroliin metabolizmasi
ve atilimi ile ilgili bircok soru isareti bulunmaktadir. Resveratroliin konjuge formlarinin
dokulara transportu ya da atilimi icin hedeflenmesi heniiz agiklanmamistir. In vitro
calismalarda resveratroliin  yalnizca aglikon formu kullanildigindan  hepatositlerde
resveratroliin konjuge formlarinin kan akigindan hangi yola (emilim ya da atilim)

hedeflenecegi heniiz bilinmemektedir (Sekil 15)(4).
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Sekil 15. Resveratrolin metabolizmasi (4)
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2.6.2.1.7. Resveratroliin Sinyal ileti Yollan

ROS; NFkB, ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ve mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) fosforilasyonu ve aktivasyonu ile enflamasyonu arttirmada énemli rol oynamaktadir.
Kronik enflamasyon, kanser, kardivaskuler, pulmoner ve ndérolojik hastaliklara neden
olmaktadir. Resveratrol MAPK kaskadini harekete gegirebilir. MAPK'larin yolun asagisina
dogru hedefleri mitojenik proinflamatuar enzimler ve niikleer transkripsiyon faktorleridir.
Resveratrol, farkl dizeylerde rol oynayabilir. Resveratrol protein kinaz C (PKC)
fosforilasyonunu inhibe ederek yolun yukarisina dogru rol oynayabilir. Resveratrol MAPK
kaskadini aktive eden dider kinazlarin fosfotidilinozitol-3-kinaz (PI3K) fosforilasyonunu ve
protein kinaz B'nin (Akt/PKB) fosforilasyonunu inhibe edebilir. Bu olaylar ile resveratrol
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p70 ribozomal protein S6 kinaz'in (p70°*) fosforilasyonunu
azaltir. Resveratrol ERK1/2/IJNK/p38 kinaz'in tirozin fosforilasyonunu ve vaskiler hiicrelerde
nukleusa translokasyonunu inhibe ederek MAPK kaskadini asadiya dogru baskilar.
Fosforilasyonun ve sitoplazmadan nukleusa translokasyonun inhibisyonu vazokonstriiksiyon,
anjiyogenez, proliferasyon ve diferansiyasyon ile ilgili genlerin ifadelenmesini azaltmaktadir.
MAPK'larin (JNK, ERK1/2 ve p38 kinaz) programlanmis hicre 6liminde, farklilasmada ve
hiicrenin normal proliferasyonunda énemli rolleri bulunmaktadir (43).

Resveratrollin /n vitro MAPK sinyal yolunu inhibe ettigi gosterilmistir. Domuz koroner
arterlerinde yapilan calismada resveratroliin ERK1/2, p38 kinaz ve INK fosforilasyonunu
azaltarak MAPK aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bir baska calismada da resveratroliin
hlicre igi adezyon molekili-1 (ICAM-1) ve vaskiler adezyon molekil-1 (VCAM) gibi adezyon
molekiillerini anlamli olarak azalttigi gosterilmistir. Resveratroliin trombosit agregasyonunun
inhibe etmesi kardiyoprotektif etkisinde bir baska mekanizmasidir (43).

Okside LDL (oxLDL) ve ROS gibi uyaranlar, NF-kB yolunu aktive etme potansiyeline
sahiptir. NFkB, sitoplazmada inhibitér kB (IkB) ile birlikte iken inaktif kompleks olarak
bulunur. Uyarana yanit olarak olarak IkB kinaz kompleksinin katalitik alt birimi (IKK),
IkBa'nin iki serin aminoasidini fosforiller. Bu fosforilasyon 26S proteozom tarafindan IkB'nin
ubikitine bagh yikimini tetikler. Aktive p50/p65 kompleksinin daha sonra nukleusa
translokasyonu olur. p50/p65 kompleksi NFkB spesifik kB DNA motiflerine baglanir ve
siklooksijenaz, sitokin gibi hedef genlerin transkripsiyonunu dizenler. Resveratrol p65‘in
fosforilasyonunu ve transaktivasyonunu IKK, protein kinaz C (PKC) gibi kinazlari inhibe

ederek baskilar (44). Sekil 16'da resveratroliin molekiler hedefleri gdsterilmektedir.
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Sekil 16. Resveratroliin molekiler hedefleri (45)

1.6.2.1.8. Resveratroliin Kardiyoprotektif Etkileri

Kirmizi sarabin kardiyoprotektif ézelliginin olduguna isaret eden ilk sdylemler
epidemiyolojik calismalarda yer aldi. 1992'de ilk kez “Fransiz paradoksu” olarak Renaud ve
Lorgeril tarafindan tanimlanmig, daha sonra izole sican kalbinde ilk kez resveratrolin
koruyucu Ozelligi deneysel calismada gosterilmistir. Resveratrol kardiyovaskiiler sistemi
bircok yolla korumaktadir. En énemli etkisi apoptotik hlicre 8limini inhibe etmesidir, bu
sayede ventrikiler aritmi, ateroskleroz ve myokardial iskemi reperfiizyon hasari gibi
hastaliklardan korur. ROS, kalp hastaliklari olusumunda énemli bir faktordir. Kalbin saglkli
islev gbrebilmesi icin ROS ve endojen antioksidanlar arasinda denge olmalidir. Bu dengenin
ROS lehine bozulmasi oksidatif stresi arttirir ve kalp yetmezligine ve kardiyomyopatiye neden
olan hiicresel degisiklikleri baslatir. Son yillarda yapilan calismalarda resveratroliin
kardiyoprotektif 6zelligi tespit edilmistir (sekil 17). Kardiyak hasarin akut ve kronik deneysel
modellerinde, resveratrol miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasarini  azaltmaktadir.
Resveratrol iskemi-reperflizyon hasarindan kalp hicrelerinin yani sira bdbrek ve beyin
hiicrelerini  de korumaktadir. Iskemi-reperfiizyon hasarindan bdbrekleri korumada
resveratroliin  nitrik oksit Gretimini uyarmasinin  6nemli oldugu duslnlimektedir.
Resveratrollin beyin, bobrek ve kalp hiicrelerini korumasina karsin, kanser hicreleri tizerinde

oldiriici etkisi vardir. Ornegdin resveratroliin sican tiimdr modelinde intraperitoneal veriimesi
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apoptozu arttirir, timor blytmesini inhibe etmektedir. Oral skuamoz karsinoma hlicrelerinde
timor buyldmesini inhibe eder. Sican kolon karsinogenez modelinde proapoptotik Bax
proteininin ekspresyonunu indiiklemektedir (45).

Bitkilerde bulunan polifenoller; hastaliklarin dnlenmesinde pek cok yararli etkileri olan
fitokimyasallardir. Resveratrol hem serbest radikal yakalayicisidir hem de gesitli antioksidan
enzimlerin aktivitesini attirma yetenegi oldudu igin potansiyel antioksidandir. Polifenolik
bilesiklerin antioksidan olarak rol oynamasi bu bilesiklerin yapilarinda bulunan fenolik
hidroksi gruplarinin redoks durumuna ve kimyasal yapisinda elektronlarin delokalizasyonu
bagli olmaktadir. ROS'un zararli etkilerine karsi dokulari korumada hiicreler siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimleri kapsayan
savunma mekanizmalarina sahiptir. Resveratrol biyolojik sistemlerde bulunan hicre ici
antioksidanlarin, konsantrasyonunun sirdirilmesini saglamaktadir (3). Calismamiz, koroner
arter endotel hicreleri (zerine odaklandigindan resveratroliin degisik etkileri ve &zellikle

kardiyoprotektif etkileri konusundaki literattirleri gdzden gecgirmeyi uygun goérdik.
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inhibisyonu

Lipid peroksidasyonun
inhibisyonu

LDL peroksidasyon .
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Anjiogenezisi
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Sekil 17. Resveratrolin kardiyoprotektif etkileri (45)

29



2.6.2.1.8.1. Vazorelaksasyon

Uziim ya da sarap ekstrakti, damar duvarinda cGMP (guanozin 3’,5—monofosfat)
miktarini arttirmaktadir. Uziimdeki driinlerin indiikledigi vazorelaksasyonda NO-cGMP yolu
aracilik etmektedir. Vazorelaksasyonda NO’‘in direkt roli resveratrol ile muamele edilen
pulmoner arter endotel hilcre kiltirinde artmis nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesi
bulundugu da gosterilmistir. Resveratroliin NOS (retimini etkileyerek kardiyoprotektif etki
gosterdigi de saptanmistir (45). Shen ve ark. (46) sicanlarda iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasarinda resveratroliin kardiyoprotektif etkisini nitrik oksiti (NO) arttirarak gosterdigini
saptamiglardir. Resveratrol, I/R hasari uygulanan ratlarda kalbi korumaktadir. Epidemiyolojik
calismalarda resveratrolce zengin Akdeniz diyetinin azalmis koroner arter hastalik riski ile

birlikte oldugu ileri stirilmektedir.

2.6.2.1.8.2. Anti-enflamatuvar etkileri

Iskemik bir kalpte resveratroliin kardiyoprotektif 6zelligi onun antieflamatuvar
fonksiyonundan da kaynaklanmaktadir. Resveratrol ile kontrol grubu karsilastiriidiginda,
resveratroliin miyokardiyal infarkt blyUkliginli azalttigi ve iskemi sonrasi ventrikiler
fonksiyonda énemli iyilestirmeler yaptigi gozlenmistir. Resveratrol ile muamele edilen grupta
proadezif molekdllerde [hiicre ici adezyon molekiil-1 (ICAM-1), endoteliyal l6kosit adezyon
molekuil-1 (E-Selectin) ve vaskiler adezyon molekil -1 (VCAM-1)] reperflizyon esnasinda
O6nemli bir azalma gdzlenmistir. Yapilan galigmalarda NO blokeri nitro-L-arjinin metil esterinin
(L-NAME), resveratroliin yararl etkilerini tamamen elimine ettigi gdzlenmistir. Bu sonuglar
resveratroliin antienflamatuvar etkisini NO'e bagl mekanizma araciligi ile gergeklestirdigini
desteklemektedir (45).
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2.6.2.1.8.3. ROS yakalayicisi olarak resveratrol

Resveratroliin kardiyoprotektif etkilerine miyokardiyumdaki katalaz etkinligini artirma
yetenegi de katilmaktadir. Resveratrol /n vivo antioksidan olarak fonksiyon gdrmekte ve
kalpte peroksil radikalini yakalayabilmektedir. Bdylece iskemi-reperfiizyon hasarindan kalbi
korumaktadir (47). Birgok calismada resveratroliin hem slperoksit hem de hidroksil radikalini
yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir. Ancak bu 0zellik diger pek c¢ok gugli
antioksidandan daha zayiftir. Resveratroliin hidroksi radikalini yakalayabilmesi, 9.45 x 10° M™
sn’ tepkime hizi ile, askorbik asit gibi potent bir radikal yakalayicisindan daha yavastir.
Resveratrol /n vitro kosullarda ROS’un zayif yakalayicisi olmasina ragmen /n vivo olarak gligli
bir antioksidan islevini gormektedir. Resveratroliin /7 vivo antioksidan 6zelligi nitrik oksit
sentezini arttirma yetenegi ile giic kazanmaktadir. Burada /7 vivo antioksidan olarak, nitrik
oksit sliperoksidi yakalama yetenegine sahiptir. Resveratrol biyolojik sistemlerde bulunan
antioksidanlarin  hiicre ici konsantrasyonlarinin  slrdlrilmesini  de  saglamaktadir.
Resveratrolliin hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde glutatyon miktarini
arttirdigi gosterilmistir. Baska bir galismada da insan lenfositlerinde resveratroliin glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon-S-transferaz gibi glutatyon metabolizmasi ile

ilgili enzimlerin diizeyini arttirdigi gosterilmistir (45).

2.6.2.1.8.4. Anti-apoptotik etki

Resveratrol kalbi korumada antiapoptotik sinyali indiiklemektedir. Domuz koroner
arterlerinde, resveratrol ile kisa siireli muamelede MAPK etkinligini inhibe edilmekte; ERK1/2,
Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK'In fosforilasyonu azalmaktadir. Benzer bir galismada
resveratroliin endotelin-1‘in aracilk ettigi protein tirozin fosforilasyonunu azalttigi
bulunmustur. Resveratroliin iskemik-reperfiize kalpte apoptotik kardiyomiyozitleri azalttigi

gosterilmis ve antiapoptotik etkili oldugu desteklenmistir (45).

31



UCUNCU BOLUM

3. GEREG VE YONTEM
3.1. CALISMANIN PLANI VE DENEY GRUPLARI

Bu calismada o6nce /n vitro insan koroner arter endotel hiicre kiiltiriinde hidrojen
peroksitle oksidatif hasar modeli olusturuldu; bu amacla hiicre sitotosisitesi ve reaktif oksijen
tirleri olusumu dlclldi, daha sonra resveratroliin olasi koruyucu etkisi test edildi. Bu
kapsamda glutatyon ve ddnglsiinde yer alan y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon

peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonu degerlendirildi. Sekil

T

18'de deney gruplari gosterilmektedir:

Deney gruplan

Kontrol Resveratrol Kontrol

(Hicbir ajan (Sadece Resveratrol

uygulanmayan grup) uygulanan grup)
Oksidatif Hasar Resveratrol+ Oksidatif Hasar
(Sadece Hidrojen peroksit (Resveratrol + Hidrojen peroksit
uygulanan grup) uygulanan grup)

Sekil 18. Calismada olusturdugumuz deney gruplari

Tim deney gruplarinda, gerek H,0, gerekse resveratrol icin degisik kosullar

(konsantrasyon ve inklibasyon siiresi) denendi ve asagidaki analizler uygulandi:

Sitotoksisitenin laktat dehidrogenaz (LDH) ile dlgim

Reaktif oksijen ttirlerinin hidroksifenil floresin fluoresans (HPF) prob ile élglimi

y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediktaz

enzimlerinin protein ekspresyonlarinin Western blot ile belirlenmesi

Glutatyon duzeyinin ylksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) ile

kantitasyonu
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3.2. GEREC

Calismalarimiz, Dokuz Eyliil Universitesi ilgili Etik Kurul'ndan onay alindiktan sonra
baslatiimistir. EK 1'de Etik kurulu onay raporu verilmektedir (19.10.2007/342).

Arastirma materyali ticari olarak satin alinan Insan Koroner Arter Endotel Kultiir
hicreleridir (Human Coronary Artery Endothelial Cell=HCAEC)(Clonetics Lonza USA, CC-
2585). Kultlr ortami olarak EGM-2MV Bullet Kit (Clonetics Lonza USA, CC-3202) kullanildi.
EGM-2MV bullet kit; EBM-2 (CC-3156) ve EGM-2 MV bilyime faktorlerinden (CC-4147)
olusmaktadir. Kiltlrlerin pasajlanmasinda Reagent Pack (Cambrex, CC-5034) kullanild.
Reagent pack; Tripsini notralize edici ¢ozelti, Tripsin/EDTA ve HEPES tamponundan
olusmaktadir. Calismalara baslayincaya kadar hiicre hatti sivi nitrojen tankinda (-180 °C'de)
saklandi. Calismaya baglama giliniinde bdlim 3.3.1."de tanimlanan uygulama basamaklari
dogrultusunda hicreler ¢ozlldi. Hicreler icin  onerilen ekim yogunlugu 2500-5000
hiicre/cm?dir. 37 °C'de, % 5 CO, saglayan inkiibatérde (Heraus, Hera Cell) yukarida
tanimlanan EGM-2MV Kkiiltiir ortaminda hiicreler Uretildiler. Hicrelerin sayiminda ve canlligin
degerlendirimesinde tripan mavisi kullanildi (48).  Kdltiirler yaklasik % 80 sikigikliga
eristiginde tripsin/EDTA c¢ozeltisi ile kiltlr kaplarindan kaldinlarak 1:3 oraninda pasajland.
Tiim deneyler icin hiicrelerin 5-7. pasajlari kullanildi. Western blot analizi igin 75 cm?lik kiltiir

flasklarina ekilen hiicreler, diger deneyler icin 96 kuyucuklu plaklara ekilen hiicreler kullanild.

3.3. YONTEM
3.3.1. Hiicrelerin Coziilmesi

= Ekimden 6nce 1 ml/5 cm? hacimde kdiltiir ortami 37 °C’ de, %5 CO, inkiibatériinde en
az 30 dakika sureyle bekletildi.

= HCAE hicreleri 37°C su banyosunda ¢ozuldu.
= Hiicre slispansiyonu uzerine serumlu ortam eklenerek pipetaj yapildi.

* Hlicre sayimi yapildiktan sonra, Onceden Kkultlir ortami konmus bulunan kalttr

kaplarina 2500-5000/cm? yogunlukta ekim yapildi.
= Faz-kontrast mikroskobunda (Olympus,CK40) incelenen hiicreler inkibatére alindi.

= Kiltlr ortami ekimin ertesi glini ve ardindan iki glinde bir taze kiltiir ortamiyla

degistirildi.
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3.3.2. Hiicre Sayimi ve Tripan Mavisi Canlilik Testi

Hicre sayimi igin “Tripan mavisi canlilik testi” kullanildi. Canli hlicreler membran
biitinligiine sahip olmalari nedeniyle tripan mavisini gecirmezler. Hiicre membraninin zarar
gérmesi durumunda tripan mavisi hlicre igine girer ve sitoplazmayi boyar. Canli hiicreler sari
renkte gorlllrken, 6lU hicreler mavi renkte goérulirler (48). Hicre sayimi “Thoma” laminda
yapildi. Thoma laminda, 0.1 mm? hacimde sayim yapilmaktadir. Thoma laminda 1 mm?®ye
karsilik gelen 16 blylk kare, her biytk karede 25 kiiglik kare olmak lizere toplam 400 kiguk
kare vardir. Sayim bu karelerde yapilir. Sekil 19'da 16 bliylik kare ile her birinde 25 kiglk

kare gosterilmistir.

I

Sekil 19. Hiicre sayiminda kullanilan Thoma lami

Huicre sayimi icin izlenen asamalar asagida 6zetlenmektedir:
= Hucre ortami hiicre kabindan uzaklastirildi.
= 25 cm?lik flask icin: 4 ml HEPES tampon (CC-5022) ile hiicreler yikandi.
= 2 ml Tripsin (CC-5012) eklendi. 37 °C'de inkiibatorde 2-3 dakika tripsin aktivasyonu
icin bekletildi.
= Tripsin, Tripsini nétralize edici ¢dzelti (CC-5002) ile nétralize edildi.
= 1500 rpm’de 5 dakika santriftij (Eppendorf, 5810R) edildi.
= Coken hicrelere taze ortam eklendi
=  Thoma lami hazirlandi. Lam (zerine lamel kapatildi.
= Eppendorf tlpine 1:1 oraninda % 0.4 Ilik tripan mavisi (Sigma T-6146)

soliisyonundan eklendi. Homojenize edildi.
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Homojenize solusyondan 25 pl alinarak lam ile lamel arasina sizdirild.

20-30 saniye bekletildi.

Faz-kontrast mikroskobu (Olympus, CK40) yardimiyla canh hiicreler ve 6li hicreler
sayildi. Mililitredeki 6la ve canl hicre sayilarini belirlemek igin “sayilan hlicre miktari
x diliisyon orani x 10000” formiilii kullanildi (10000 sayisi, 0.1 mm® deki sayim
sonucunu 1 ml'deki saylya donustiirmek ve standart veri elde etmek igin kullanilan

bir degismezdir).

3.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Huicrelerin pasajlanmasi Cambrex firmasinin onerdigi sekilde asagidaki gibi yapildi

(Sekil 20°de pasaja hazir HCAE P4 hiicrelerinin mikroskobik gériintlist verilmektedir):

Kilttr kabindaki kilttr ortami steril bir pipetle gekildi.

Hicreler tripsinin etkisini inhibe edebilecek serumu uzaklastirmak amaciyla HEPES
tampon ile yikandi.

Hicre ylzeyini kaplayacak kadar Tripsin eklendi.

Huicrelerin ylizeyden ayrildigindan emin olmak amaciyla mikroskopta kontrol edildi.
Tripsin aktivitesini inhibe etmek amaciyla Tripsin nétralize edici ¢dzelti eklendi.
Hicreler mavi kapakli tipe aktarild.

1500 rpm’de 5 dakika santriftij edildi.

Santriflij sonrasinda Ust faz atildi.

Hicre peleti 1ml ortamda diltie edildi.

Hicre slspansiyonundan 20 ul alinarak eppendorf tliptine aktarildi. Tripan mavisi
canlilik testi ile hiicrelerin sayimi yapildi.

2500-5000/cm? olacak sekilde hiicre ekimi yapildi (49).

Inkiibatére kondu ve ortamlar iki giinde bir degistirildi.
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Sekil 20. Pasaja hazir HCAE P4 hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobik gortinttisi (4X)

3.4. DENEYSEL CALISMALAR

Arastirmamizda ©6nce  sitotoksisite  deneyleri yapildi.  Resveratrolin  cesitli
konsantrasyonlarinin HCAE hiicrelerine etkisi arastirildi. Sonra hidrojen peroksit hasar modeli
olarak hidrojen peroksit derisimi optimize edildi. Optimize kosullarda resveratroliin olasi
koruyucu etkisi sinandi. Tim bu arastirmalarda sitotoksisite dederlendirme testi olan laktat
dehidrogenaz (LDH) kullanild.

Daha sonra reaktif oksijen tirleri olusumu dederlendirildi. Hidrojen peroksit hasar
modelinde reaktif oksijen tlrleri olusumu ve sonrasinda resveratroliin reaktif oksijen ttirleri
olusumuna etkisi fluoresans prob hidroksifenil floresin (HPF) ile degerlendirildi.

Calismanin son asamasinda hidrojen peroksit ile olusturulan hasar ve resveratrollin
hasar modelinde olasi koruyucu etkisi glutatyon ve dénglsiinde yer alan y-glutamil sistein
sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri ile dederlendirildi. Bu amacla
glutatyon diizeyi yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile enzimlerin ekspresyonu
Western blot ile belirlendi.

Standardizasyonun saglanmasi amaciyla, ayni deney diizenedinde sitotoksisite ve ROS
deneyleri 4'li gruplar formatinda, glutatyon ve y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin analizine iliskin deneyler 3'li gruplar
formatinda calisiimis ve her deney diizenedi Ugcer kez tekrarlanmistir.
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3.4.1. SITOTOKSISITENIN LAKTAT DEHIDROGENAZ (LDH; EC 1.1.1.27) iLE
DEGERLENDIRiLMESI

Resveratroliin degisik konsantrasyonlarinin hiicrelerde etkisinin degerlendirilmesi, H,0,
ile olusturulan hasar modelinde hiicre sitotoksisitenin degerlendirilmesi ve resveratroliin
hasar modelinde olusan hiicre sitotoksisitesine olasi etkisinin degerlendiriimesi Laktat

Dehidrogenaz (LDH) testi ile yapildi.

LDH bdtin hicrelerde bulunan stabil bir sitoplazmik enzimdir. Bu enzim plazma
membrani hasara ugradiginda hiicre disina salinmakta ve kiltiir sipernatantlarinda
saptanmaktadir. Bu nedenle LDH, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yararli bir gostergedir.
Sitotoksisite kiti kullanimiyla kiltir stpernatantlarinda LDH aktivitesi bir zaman noktasinda
tek bir dlciimle belirlenebilmektedir (50). Yontemde ilk basamakta LDH, laktatin pirtivata
doniismesini katalizlerken NAD, NADH/H™a indirgenmektedir. ikinci basamakta katalizor
(diaforaz) NADH/H™'dan H/H™ sari tetrazolyum tuzu iodotetrazolyum klore (INT) transfer

etmekte ve INT’ da formazana indirgenmektedir (Sekil 21).

« ilk basamak: Laktat LDH » Piruvat
pr— a” I
NAD* NADH +H+

Diaforaz (katalizor)
o ikinci basamak: NADH +H* . NAD*
T \

H /H*
Formazan

Sekil 21. LDH ydnteminin enzimatik denklemi (50)
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Oli ya da plazma membrani hasara ugramis hiicrelerin sayisinin artigi  kuiltiir

supernatantinda LDH aktivitesinin artisina neden olmaktadir. Stpernatantta LDH enzim

aktivitesinin artisi belli bir zaman diliminde olusan formazan ile iliskilidir. Bu nedenle testte

olusan rengin siddeti lizise ugrayan hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Formazan boyasi suda

¢ozUnurdlr ve yaklasik 500 nm dalgaboyunda maksimum absorpsiyon gdstermektedir. Oysa

tetrazolium tuzu INT bu dalga boylarinda 6énemli bir absorpsiyon gdstermemektedir.
Deneylerde LDH “Cytotoxicity Detection Kit” (Roche Diagnostics GmbH) kullanildi.  Ayrintil
deney basmaklari su sekildedir:

LDH (Roche, Cytotoxicity Detection Kit Roche Diagnostics GmbH, Kat. No. 11 644
793 001) ¢ozeltisi hazirlandi.

Liyofilize halde bulunan (Katalizér; diaforaz/NAD™ ) karisima katalogdaki hazirlanma
kilavuzuna gore 1 mL distile su eklendi ve ¢6ziilmesi saglandi. Sivi halde bulunan
boya ¢ozeltisi [Iodotetrazolyum klor (INT) ve sodyum laktat ] ile katalizdr ¢ozeltsi
asagidaki sekilde kullanildi:

100 test icin 250 pl katalizbr ¢ozeltisi ve 11.25 ml boya ¢ozeltisi karistinlarak
reaksiyon karigimi testten hemen o6nce hazirlandi (kit -20 °C sicaklikta
saklanmaktadir. Katalizdr ve boya ¢ozeltileri ¢oziildiigiinde 2-8 °C sicaklikta birkac
hafta stabilitesini korumaktadir).

Deney kosullari; H,0, ya da resveratrol ile muamele edilmeyen kontrol grubu, H,0,
ile hasar modeli olusturulan grup ve resveratrol ile preinkiibe edildikten sonra H,0,

hasar modeli uygulanan gruplardan olusmaktadir.

Maksimal LDH saliniminin belirlenmesi igin ise % 1'lik Triton X-100 deterjan

maddesi eklenen 6rnekler kullanildi.

Blank (Kor) absorbans dederi hiicre icermeyen yalnizca optimem solusyonunun

eklendigi kuyucuklarda okutulan absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasidir.

Deney kosullari, maksimal orneklerden ve kdrden 100 pl sipernatant oOrnegi
alinarak ELISA pladina aktarildi ve (zerine 100 pl hacimde ve taze hazirlanan LDH
reaksiyon karisimi eklendi. Reaksiyon karisimi eklendikten sonraki 30 dakika iginde
ELISA plak okuyucusuna yerlestirilen plaktan 492 nm dalga boyunda Eliza Plak
Okuyucu (Synergy HT, Multi-Detection Microplate Reader, BIO-TEK) ile okutma
yapildi.
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= Deney kosullarina ait absorbans dederinden, ortalama kor absorbans degeri

cikartilarak net absorbans degerleri elde edildi.

= Daha sonra net absorbanslar maksimal ortalama absorbansa boliinerek %

sitotoksisite hesaplandi.

= Her bir deney kosulu icin % sitotoksisite asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

Kosulun absorbansi (Ortalama) — Blank (kdr) absorbansi (ortalama) = Kosulun net
absorbans
(Kosulun net absorbans / maksimal (en yiksek) ortalama absorbans) X 100 = %

sitotoksisite

3.4.1.1. Resveratroliin HCAE Hiicrelerinde In Vitro Etkisi

Resveratroliin HCAE hiicrelerinde /n vitro etkisinin incelenmesi amaciyla, 10000/200uL
olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. 24 saat sonra hticreler 10, 50 ve 100 uM resveratrol (8,51)
ile 1, 12, ve 24 saat inkiibe edildi (Sekil 22). Resveratroliin olasi etkileri, toplanan
stpernatantlarda LDH analizi ile dederlendirildi. LDH analizine iliskin uygulama basamaklar
bolim 3.4.1'de sitotoksisitenin laktat dehidrogenaz (LDH) ile dederlendirilmesi basligi altinda

ayrintili olarak agiklanmaktadir.
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96 kuyucuklu hiicre flaskina 10000/200 pl olacak sekilde hiicreler ekilir

|

Hiicreler, kiiltiir kaplarina tutunmalarini saglamak amaciyla, ilk 24 saat EGM-2MV kiiltiir ortaminda
inkiibasyona birakilir

!

ikinci giin 10, 50 ve 100 uM resveratrol ile ortam degistirilir
(1, 12, 24 saat inkiibasyon)

|

inkiibasyon siiresi tamamlanan kuyucuklardan
100’er pl siipernatant alinir

|

Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde sitotoksisite LDH analizi ile degerlendirilir

Sekil 22. Akis cizelgesi: Resveratroliin hiicre canlihidina /in vitro etkisinin

degerlendirilmesi

3.4.1.2. Hiicrelerde H,0- Ile Optimum Hasar Modeli Olusturma

Literatlir taramasi yapilarak endotel hiicrelerinde hasar modeli olarak H,O, deney
modelini kullanan literattirler temel alindi. Literattirle uyumlu olarak H,O, 1 saat (52), 3 saat
(53) ve 6 saat (54) inkibasyon surelerinde ve 100 uM H,0,, 250 uM H,0, (55, 53), 500 uM
H,O, (53), 750 ve 1000 pM (52) konsantrasyonlarinda uygulandi ve H,0O,'nin hasar

olusturacak optimum konsantrasyonu ve slresi belirlendi.

H,O, uygulamasindan 24 saat 6nce HCAE hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her
kuyucuga 200 ul’de 10000 hiicre olacak sekilde ekildi. Sekil 23'de deney akis semasi ayrintili
olarak gosterilmektedir. Buna gore hiicrelerin kiltlr kaplarina tutunmasini saglamak amaciyla
hiicreler, ilk 24 saat EGM-2MV kiiltiir ortaminda kiiltiire edildiler. Ikinci giin 100, 250, 500,
750 ve 1000 pM optimem solusyonunda hazirlanan H,0, (stok 11.6 M) ile ortam degistirildi.
Optimem renksiz ve fetal sigir serum yiizdesi diisiik oldugundan, LDH solusyonunu interfere

etmeyen bir ortamdir. H,0,’e ya da resveratrol’e maruz birakilmayan hiicreler “kontrol grubu”
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olarak tanimlandi. Bu hiicrelerin ortami sadece optimem ile degistirildi. Hiicreler inkiibasyona
birakildi. 1, 3 ve 6 saat inkiibasyon stiresi tamamlanan kuyucuklardan 100er ul slipernatant
alindi. 5 saat sonra maksimum kuyucuklara Triton X-100 eklendi. 1 saat inkiibasyona devam
edildi. Toplanan siipernatantlarda hiicre sitotoksisitesinin dederlendirilmesi amaciyla LDH
analizi yapildi. LDH analizine iliskin uygulama basamaklari bdlim 3.4.1'de sitotoksisitenin
laktat dehidrogenaz (LDH) ile dederlendirilmesi bashidi altinda ayrintili olarak agiklanmaktadir.
Tum deneyler 6. ve 7. pasajda gergeklestirildi.

96 kuyucuklu hiicre flaskina 10000/200 L olacak sekilde hiicreler ekilir

|

Hiicreler, kiiltiir kaplarina tutunmalarini saglamak amaciyla, ilk 24 saat EGM-2MV kiiltiir ortaminda
inkiibasyona birakilir

|

100, 250, 500, 750 ve 1000 pM optimem solusyonunda hazirlanan H,0, ile ortam degistirilir

|

inkiibasyon siiresi tamamlanan (1, 3 ve 6 saat) kuyucuklardan
100’er uL siipernatant alinir

!

| Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde sitotoksisite LDH analizi ile degerlendirilir

Sekil 23. Akis cizelgesi: Hidrojen peroksit hasar modelinin /n vitro uygulamasi
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3.4.1.3. Resveratroliin H,0, Uygulanan Endotel Hiicrelerinde Olasi Koruyucu

Etkisinin Degerlendirilmesi

Koruyuculuk deneyleri igin kullanilacak resveratrol konsantrasyonu literatiir destegi ile
belirlendi (8, 51, 56). Calismanin bu asamasinda HCAE hicresinde H,O, hasarinda
resveratroliin olasi koruyucu etkisinin belirlenmesi amaglandi. 10 mg resveratrol (Sigma R
5010, Stok 5 mM) tartilarak 8.77 mL etanolde ¢ozildi. 10, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda hazirlandi. 96 kuyucuklu plaklarda calisilan deneylerde kuyucuk basina
10000 hiicre ekildi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona alindi. ikici giin 10, 50 ve 100 pM
konsantrasyonlarda resveratrol iceren ortam ile hicreler 1, 12, 24 saat inklibasyona
birakildilar. Bu inkiibasyon streleri bitiminde 750 uM 1 saat H,0,’e maruz birakilan insan
koroner arter endotel hiicrelerinden stipernatantlar alindi. Toplanan stipernatantlarda hiicre
sitotoksisitesinin dederlendirilmesi amaciyla LDH analizi yapildi. LDH analizine iliskin
uygulama basamaklari bolim 3.4.1'de sitotoksisitenin laktat dehidrogenaz (LDH) ile
degerlendiriimesi bashdi altinda ayrintili olarak agiklanmaktadir. Deney akis semasi asagida

ayrintili olarak Sekil 24'te gosterilmektedir:

96 kuyucuklu hiicre flaskina 10000/200 pl olacak sekilde hiicreler ekilir

v

Hiicreler kiiltiir kaplarina tutunmasini saglamak amaciyla, ilk 24 saat EGM-2MV Kkiiltiir ortaminda
inkiibasyona birakilir

v

10, 50 ve 100 uM resveratrol ile hiicreler 1, 12, 24 saat inkiibasyona birakilir

;

inkiibasyon siiresi tamamlanan kuyucuklarin ortami 750 uM
1 saat H,0,ile degistirilir

v

| Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde sitotoksisite LDH analizi ile degerlendirilir |

Sekil 24. Akis cizelgesi: Resveratroliin, H,O, hasarli HCAE hcrelerine /n vitro etkisinin

degerlendirilmesi
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3.4.2. REAKTIF OKSIJEN TURLERININ ANALIZi

Hidrojen peroksitin degisik konsantrasyonlarinda ve siirelerinde reaktif oksijen tirleri
(ROS) olusumu ve resveratrolin reaktif oksijen tirleri (ROS) olusumuna etkisinin
degerlendiriimesinde hidroksifenil floresin [3'- (p-hydroxyphenyl) florescein (HPF), Invitrogen
Molecular probe; HPF H36004] fluoresans probu kullanildi ve fluorometrik dlgim yapildi (57).
Yontem; fluoresans olmayan HPF'nin 6zellikle hidroksil, peroksinitrit ve hipoklorit radikalleri
ile tepkimeye girerek olusan parlak yesil fluoresansin 490 eksitasyon; 515 emisyon dalga

boylarinda 6lgimii esasina dayanmaktadir. Deney basamaklari asagida verilmektedir:
= 5 mM'lik stok HPF gdzeltisi, PBS ile son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde diltie

edildi.

= Deney kosullar; H,O, ya da resveratrol ile muamele edilmeyen kontrol grubu,
H,O, ile hasar modeli olusturulan grup ve resveratrol ile preinkibe edildikten

sonra H,0, hasar modeli uygulanan gruplardan olusmaktadir.

= Her bir deney kosulundaki 200 ul ortam Ulzerine 4 pl 10 uM HPF eklendi. Plak

aluminyum folyo ile kaplandi.
= 30 dakika 37°C'de inkilibe edildi.
= Kuyucuklar 200 pL PBS ile yikandi.

= Eksitasyon/Emisyon; 490 nm/515nm dalga boyunda Synergy HT, Multi-Detection
Microplate Reader, BIO-TEK cihazinda okundu.

3.4.2.1. H,0, Hasarinda Reaktif Oksijen Tiirleri Olusumunun Degerlendirilmesi

H,0, ile inkiibe edilen hiicrelerde olusan reaktif oksijen tirleri literatliirle uyumlu
olarak 15., 60. dakika ve 6. saat zaman noktalarinda p-hidroksifenilfloresin probu ile analiz
edildi. H,O, uygulamasindan 24 saat énce HCAE hicreleri 96 kuyucuklu siyah plaklara her
kuyucuga 200 pl'de 10 000 hiicre olacak sekilde ekildi. Sekil 25'te deney akis semasi ayrintili
olarak gosterilmektedir. Buna gore hiicrelerin kltlr kaplarina tutunmasini saglamak amaciyla
hiicreler, ilk 24 saat EGM-2MV kiiltiir ortaminda kiiltiire edildiler. Ikinci giin 100, 250, 500,
750 ve 1000 uM optimem solusyonunda hazirlanan H,0, ile ortam degistirildi. 15., 60. dak ve
6. saatte HPF ile reaktif oksijen tiirleri dederlendirildi. Reaktif oksijen tirleri olusumunun

analizine iliskin uygulama basamaklar bélim 3.4.2'de ayrintil olarak agiklanmaktadir
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96 kuyucuklu hiicre flaskina 10000/200 pl olacak sekilde hiicreler ekilir

v

Hiicreler, kiiltiir kaplarina tutunmalarini saglamak amaciyla, ilk 24 saat EGM-2MV
kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakilir

v

Hiicreler 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM H,0, ile 20 dakika inkiibe edilir

v

Kuyucuklarin ortami taze
PBS ile degistirilir

v

15., 60. dakika ve 6. saat
zaman noktalarinda HPF ile
reaktif oksijen iiriinleri
degerlendirilir

Sekil 25. Akis cizelgesi: H,O, hasar modelinde ROS 6lgiimi

3.4.2.2. Resveratroliin Reaktif Oksijen Tiirleri Olusumuna Etkisinin

Degerlendirilmesi

HCAE hicrelerinin H,O, hasarinda olusan reaktif oksijen tlrlerine resveratroliin olasi
koruyucu etkisinin degerlendiriimesi amaciyla 96 kuyucuklu siyah plaklara kuyucuklarda 200
pl’de 10000 olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona alindi. Ikinci
gin 10,50 ve 100 pM konsantrasyonda resveratrol iceren PBS (Ca+Mg) ile hicreler 24 saat
inklibasyona birakildilar. 750 uM H,0, ile 20 dakika stire ile inklibe edilen hiicrelerin ortami
PBS ile degistirildi. 15., 60. dak ve 6. saatte HPF ile reaktif oksijen tirleri olusumu
degerlendirildi. Reaktif oksijen tirleri olusumunun analizine iligkin uygulama basamaklari

bolim 3.4.2°de ayrintili olarak agiklanmaktadir. Sekil 26’da deney akis semasi verilmektedir.
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96 kuyucuklu hiicre flaskina 10000/200 pl olacak sekilde hiicrelerekilir

!

Hiicreler, kiiltiir kaplarina tutunmalarini saglamak amaciyla hiicreler, ilk 24 saat EGM-2MV
kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakilir

!

10, 50 ve 100 pM resveratrol ile hiicreler 24 saat
inkiibasyona birakilir

!

Hiicreler 750 uM H,0, ile 20 dakika inkiibe edilir

!

Kuyucuklarin ortami taze PBS ile
degistirilir

!

15.,60. dakika ve 6. saat zaman
noktalarinda HPF ile reaktif
oksijen iiriinleri degerlendirilir

Sekil 26. Akis cizelgesi: Resveratroliin /n vitro H,0, hasarina etkisinin dederlendirilmesi

3.4.3. INDIRGENMIS VE YUKSELTGENMIS GLUTATYON DUZEYLERININ YUKSEK
PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC) ILE
DEGERLENDIRiLMESI

3.4.3.1. Glutatyon Olciimii icin Orneklerin Hazirlanmasi

75 cm? hiicre flasklarinda hiicrelerin % 70-80 sikisikigi saglandiktan sonra kontrol
grubu, sadece H,0, uygulanan grup, sadece resveratrol uygulanan grup ve resveratrol +
H,O, uygulanan grup olmak Uzere 4 grup olusturuldu. 50 pM resveratrol ile 24 saat
inkiibasyon ve 750 uM H,0, ile 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi bitiminde
soguk PBS ile hiicreler yikandi. Soguk PBS icinde hiicre kaziyic ile kaldirilarak santrifiij
tiptne alindi. 5000 rpm’de 5 dakika +4 °C santrifij edidi, hicre lizati hazirlandi. Hiicre
lizatinda protein dizeyi biginkonik asid (BCA) ydntemi ile saptandi. Hicre lizati hazirlanmasi
bolim 3.4.4.1.'de, protein 6lgimi bdlim 3.4.4.2."de ayrintili olarak verilmektedir. Hazirlanan
lizata (100 pl) 400 uL % 6 metafosforik asit (MPA) eklenerek deproteinize edildi. Coken
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proteinler 10000 g'de 7 dakika +4 °C'de santriflij yapilarak uzaklastirildi ve derivatizasyon
prosediiri uygulandi. Cereser ve arkadaslarinin (22) gelistirdikleri, Cavdar ve ark. (58)
tarafindan modifikasyonu yapilmig bu metodun ¢ok sayida avantaji bulunmaktadir: spesifiktir
ve dusuk deteksiyon limiti ile gok fazla sensitiftir (50 fmol), deney-ici C.V % 4.2, deneyler
arasl C.V % 4.9, analitik geri kazanimi % 98'in (izerindedir. GSH'In kalibrasyon egrisinde
korelasyon katsayisi (r): 0.9998'dir. Calismamizda OPA ile tiirevlendirme yapildi ve HPLC'de
fluoresans detektdr kullanilarak indirgenmis glutatyon ve total glutatyon diizeyi analiz edildi.
Total glutatyon dederinden indirgenmis glutatyon degeri cikarilarak yiikseltgenmis glutatyon

dizeyi hesaplandi. Deney akis semasi Sekil 27'de gosterilmektedir:

Kontrol grubu Sadece H,0, Sadece Resveratrol Resveratrol ile inkiibe
uygulanan grup uygulanan grup edildikten sonra H,0,
uygulanan grup

v ' v '

| Soguk PBS ile hiicrelerin yikanir ve hiicre kaziyici ile kaldirilarak santrifiij tiipiine alinir

5000 rpm’de 5 dakika +4 °C santrifiij edilir, hiicre lizati hazirlanir. Hiicre lizatinda protein miktari
BCA yontemi ile saptanir
«100 pl lizata 400 uL % 6 metafosforik asit (MPA) eklenerek deproteinize edilir
*Presipite proteinler 10000 g’'de 7 dakika +4 °C’'de santrifiij yapilarak uzaklastirilhr
sSiipernatant ya -80 °C’de saklanir ya da hemen derivatizasyon (tiireviendirme) prosediirii

uygulanir
e W
iNDIRGENMiS GLUTATYON (GSH) TOTAL GLUTATYON (GSH+GSSG)
+100 UL % 6 MPA'li siipernatanta diliisyon *Protein presipitasyonundan énce DTT ile GSSG’'nin
ve nétralizasyon amaciyla, 400uL 500 mM indirgenme basamagi uygulanir
sodyum fosfat eklenir 100 L 6rnek ve standarda, 100 pL 25 mM DTT ve 50
« 100 uL nétralize edilmis uL 0.1 M Tris tampon eklenir ( pH 8.5)

ornek/standarta, derivatizasyon amaci ile 30 dakika +4 °C’de bekletilir

100 pL OPA eklenir, 5 dakika bekletilir eKarisimdan 100 pL'ye 800 pL % 6 MPA eklenir

800 L fosfat tamponu eklenir «10000 rpm ve +4 °C’'de 7 dakika santriifiij edilir
eBuradan 5 uL HPLC kolonuna enjekte 100 L siipernatanta, 400 L fosfat tampon eklenir
edilir (noétralizasyon)

«100 uL nétralize edilmis 6rnek/standarda,
derivatizasyon amaci 100 uL OPA eklenir, 5 dakika
beklenir
«800 L fosfat tampon eklenir ve 5 L enjekte edilir

Sekil 27. Akis gizelgesi: Degisik deney gruplarinda glutatyon 6lglimleri dncesinde hiicre lizati

hazirlanmasi ve derivatizasyon iglemleri
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3.4.3.2. Glutatyon Diizeyinin HPLC Ile Degerlendirilmesi

Indirgenmis glutatyonun (GSH) ortoftalaldehit (OPA) ile tiireviendiriimesi temel
alinmaktadir. Tiyol gruplarinin fluorojenik reaktiflerle prekolon tlrevlendirilmesinden sonra,
HPLC ile ayinmi en yaygin yontemdir. OPA; glutatyonun hem slfidril hem de primer amino
grubu ile ileri derecede fluoresans veren tirevler olusturur. Yontemde, indirgenmis glutatyon,
tlirevlendirme isleminden sonra dogrudan oOlgiilmektedir. Total glutatyon (ylikseltgenmis +
indirgenmis glutatyon) 6lcimi igin ise tirevlendirme basamadindan once yiikseltgenmis
glutatyonun ditiyotreitol (DTT) ile indirgenmesi gerekir. Ylkseltgenmis glutatyon (GSSG)
degeri, total glutatyon (tGSH) dederinden indirgenmis glutatyon degerinin (GSH) c¢ikarilmasi
ile hesaplanir. Asetonitril ve sodyum asetat karigimi, glutatyon tirlerinin HPLC ile analizi igin
Onerilen bir mobil fazdir (22). Konsantrasyonlar mg protein basina nmol olarak ifade
edileceginden protein 6lgimi yapildi. 3.4.4.2.'de protein 6lgimi ayrintili olarak verilmektedir.
Glutatyon Olgiiminde kullanilan reaktifler ve hazirlanmasi detayli olarak asadida
verilmektedir:

*= GSH Stok standart gozeltisi
10 mM GSH (0.030 g) 1 ml 0.01 N HCl iginde ¢dzuldi. -20 °C'de 1 ay stabildir.
= GSSG stok standart ¢ozeltisi
10 mM GSSG (0.0607 g) 1 ml 0.01 N HCl icinde gozuldi. -20 °C'de 1 ay
stabildir.
= Borat tamponu
0.1 M, pH 9.9 borat tampon icin, 3.81 gr NaB40, yaklasik 90 mL suda ¢dzuldi. 0.1
M NaOH ile pH 9.90 a ayarlandi ve hacim tampon ile 100 ml'ye tamamlandi.
= Orto fitalaldehid (OPA) reaktifi
50 mg OPA 0.5 ml metanolde ¢6zuldi. Hacim borat tampon ile 10 ml'ye tamamladi.
-20 °C'de 1 ay stabil.
= Na-Fosfat tamponu
50 mM Na,HPO,4 ve 50 mM NaH,PO; ile pH’si 7.0 olan tampon hazirlandi.
= Metafosforik asid (MPA) gozeltisi
%6’lik MPA kullaniimadan hemen &nce taze olarak hazirlandi.
= Ditiyotreitol (DTT) gozeltisi
25 mM olacak bicimde 0.385 g DTT saf suda ¢dztildii, hacim 100 mL'ye tamamlandi.
* Tris-HCI tamponu
0.1 M olacak bigimde Tris baz ¢6zeltisinin hacmi, HCl ile pH 8.5 e ayarland..
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Mobil faz

50 mM CH;COONa (3.425 g CH3COONa alinir saf suda ¢ozlldi ve hacim 500 ml'ye
tamamlandi) ve asetonitril ile 70:30 oraninda kansim hazirlandi. Karigimin pH’si 50
mM asetik asit (1.525 ml asetik asit 500 ml suya tamamlanir) ile 6.20 ye ayarlandi.
Son karisim 0.2 uM capinda filtreden gegirilerek sizildi.

Kolon

Inertsil C-18 reversed-phase ODS-2 silica column (250X4.6 mm; 5 um particle size)
(Chrompack, Les Ulis, France)

Standartlarin hazirlanmasi

10 mM GSH, GSSG ve glutatyon etil esteri 0.01 N HCl'de hazirlandi (-20 °C'de 1 ay
stabil).

3.4.3.2.1. Indirgenmis Glutatyon Olgiimii Igin Orneklerin Hazirlanmasi

100 pL %6 MPA'li stpernatanta diliie ve nétralizasyon amaciyla, 400 uL 500 mM
sodyum fosfat eklendi.

100 pL nétralize edilmis drnek/standarta, 100 uL OPA eklendi.

5 dakika bekletildi.

800 pL fosfat tamponu eklendi.

Buradan 5 pL kolona enjekte edildi.

3.4.3.2.2. Total Glutatyon Olgiimii Icin Orneklerin Hazirlanmasi

Protein presipitasyonundan énce DTT ile GSSG'nin indirgenme basamadi uygulandi
100 pL ornek (lizat) veya standarda, 100 pL 25mM DTT ve 50 pL 0.1 M Tris
tampon eklendi pH 8.5 ve vortekslendi.

30 dakika +4 °C'de (buzdolabinda) bekletildi.

Karisimdan 100 pL'ye 800 uL % 6 MPA eklendi ve vortekslendi.

10000 rpm ve +4 °C'de 7 dakika santriftj edildi.

100 pL stpernatanta, 400 pL fosfat tampon eklendi (nétralizasyon).

100 pL nétralize edilmis 6rnek/standarda, 100 uL OPA eklendi, 5 dakika beklendi.
800 pL fosfat tampon eklendi ve 5 uL enjekte edildi.
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3.4.3.2.3. HPLC Kolonuna Enjeksiyon
= Ornek enjeksiyon hacmi 5 pL olarak standardize edildi.
= (C18 kolon igin (C18, 25/4.6 mm,5 um) akis hizi 0,7 mL/dakikaya ayarlandi.
= Kolonda mobil faz icin; 50 mM CH3;COONa ve asetonitrilin 70:30 oraninda karigimi
(pH 6.2) kullanildi. Ornek pikleri Ex.340/Em.420 dalga boylarinda detekte edilerek
standart grafigi ile kantite edildi.

= Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.
3.4.3.2.4. Yiikseltgenmis Glutatyon

Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) degeri, total glutatyon (tGSH) degerinden

indirgenmis glutatyon degerinin (GSH) gikariimasi ve sonucun ikiye bdliinmesi ile hesaplanir.
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3.4.4. y-GLUTAMIL SISTEIN SENTETAZ (EC 6.3.2.2), GLUTATYON PEROKSIDAZ-1
(EC 1.11.1.9) VE GLUTATYON REDUKTAZ (EC 1.6.4.2) ENZIMLERININ
EKSPRESYONLARININ WESTERN BLOT YONTEMI iLE ANALizI

Hicre kultdr lizatindaki y-glutamil sistein sentetaz (73 kDa), glutatyon peroksidaz-1
(23 kDa) ve glutatyon rediktaz (65 kDa) enzimlerinin protein ekspresyonlarinin
degerlendiriimesi amaciyla Western blot yapildi. Western Blot analizi, poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayrilmis olan protein karisiminin iginde diizeyini 6lgmeyi planladigimiz
proteinin buna 6zgll antikorunun kullaniimasi ve bu proteinin dizeyinin belirtimi amaciyla
yapilmaktadir. Western blot analizi; poliakrilamid jel elektroforezi ile proteinlerin ayriimasi,
proteinlerin membrana transferi ve ilgili proteinlerin gorinir ve dizeyi Olgllebilir hale

getirilmesi seklinde lic asamadan olusmaktadir (Sekil 28)(59,60).

-
antikor
f
—

Primer \ Istk

antikor
Antijen
ilgilenilen

L e

protein

eeeeesssssssssss  PVDF membran

Sekil 28. Western Blot asamalarinin gésterimi (59, 60)

75 cm? hiicre flasklarinda hiicrelerin flaski % 70-80 kaplamasi saglandiktan sonra
kontrol grubu (H,0O, ya da resveratrol uygulanmayan grup), sadece H,0O, uygulanan grup
(750 pM H,0, ile 1 saat inkiibasyon), sadece resveratrol uygulanan grup (50uM resveratrol
ile 24 saat inklibasyon) ve resveratrol (50uM resveratrol ile 24 saat inkiibasyon ve 750 uM
H,O, ile 1 saat inkiibasyon) uygulanan grup olmak Uzere 4 grup olusturuldu. Hiicre lizati
hazirlandi Hicre lizati hazirlanmasi bélim 3.4.4.1.'de, protein 6lgimd boélim 3.4.4.2.de

ayrintil olarak verilmektedir. Deney akis cizelgesi Sekil 29'da verilmektedir.
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Kontrol grubu Sadece H,0, Sadece Resveratrol Resveratrol ile inkiibe
uygulanan grup uygulanan grup edildikten sonra H,0,
uygulanan grup

v v v v

Soguk PBS ile hiicreler yikanir. Soguk PBS iginde hiicre kaziyici ile kaldirilarak santrifiij tiipiine
alinir

'

5000 rpm’de 5 dakika +4 °C santrifiij edilir, siipernatant atilir, 100 pL lizis tamponu koyularak
pipetaj yapilir

v

Daha sonra 30 dakika buz icinde 5 dakika ara ile vortekslenerek peletin tam olarak karismasi
saglanir

v

| 13000 rpm’de 20 dakika +4 °C yeniden santrifiij edilir |

v

| Toplanan siipernatantlar sitoplazmik ekstrakti olusturur |

v

Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde enzimlerin protein ekspresyonlarinin degerlendirilir
(Western Blot)

Sekil 29. Akis cizelgesi: Degisik kosullardaki hiicrelerden Western-blot igin lizat hazirlanmasi
3.4.4.1. Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Tum kosullardaki hicrelerden lizatlar hazirlandi (Sekil 29). Bu amagla énce ortamlar
cekildi. Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler soguk PBS iginde kaziyici ile kazindi ve
5000 rpm’de 5 dakika +4 °C santrifiij edildi. Siipernatant atildi. 100 pL lizis tamponu (Tablo
1) eklendi. Peletin sispansiyonu icin pipetaj yapildi. Daha sonra 30 dakika buz iginde 5
dakika ara ile vortekslenerek peletin tam olarak karigmasi saglandi. 13000 rpm‘de 20 dakika
+4 °C yeniden santrifiij edildi. Toplanan siipernatantlar sitoplazmik ekstrakti olusturdu.

Protein 6lclimii yapildi. Sitoplazmik ekstraktlar calisilincaya kadar -80 °C'de saklandi.
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Tablo 1. Hiicre lizati hazirlamada kullanilan lizis tamponu igerigi

Stok Final Hacim

NP-40 %1 10 pl

3 M NaCl 150 mM 50 pl

1MTrispH7.4 50 mM 50 ul

20 mM EDTA 1mM 50 ul
Proteaz inhibitorleri (7x) 1x 142.8 pl
ddH,0 697.2 ul

3.4.4.2. Protein Olgiimii

Hicre lizatlarindaki protein &lgiminde biginkonik (BCA) protein 6lgim ydntemi

kullanildi. Bu amagla Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay Kit, 2325) protein analiz kiti

kullanildi. Yontemde, bakir siilfat BCA ¢ozeltisine eklendiginde elma yesili renk olusturmakta;

bu ¢ozelti protein gozeltisine ilave edildiginde, proteinin peptid baglar ile etkileserek, alkali

kosullar altinda iki degerlikli Cu®* iyonlari bir degerlikli Cu* iyonlarina indirgenerek mavi-mor

renkli bir kompleks olusturmaktadir. Mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Protein standarti olarak bidistile su icinde 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 ve 2000
ug/mL konsantrasyonlarinda sigir serum albumini (BSA) standartlari hazirland.
Standartlardan ve orneklerden 25’er pl 96 kuyucuklu plaga konuldu.

Calisma ¢ozeltisi; A reaktifi (biginkonik asit solusyonu, sodyum karbonat, sodyum
bikarbonat, bicinkonik asit ve sodyum tartarat) ve B reaktifinin (bakir silfat
solusyonu) 1:20 oraninda karistinlmasiyla hazirlandi.

200 pl calisma g¢ozeltisinden her kuyucuga eklendi.

37 °C'de 30 dakika bekletildi.

Ornek absorbanslari 562 nm’de okundu.

Protein konsantrasyonlar standart grafigi kullanilarak hesaplandi ve sonuglar pug/mL

olarak ifade edildi.
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3.4.4.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Jelinin

Hazirlanmasi

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi olarak adlandirilan elektroforezde; sodyum dodesil
sulfat (SDS), bir indirgeyici ajan ve isi ile birlikte denatliran olarak kullaniimaktadir. Proteinler
kiglk molekdl agirlikli ditiyotreitol (DTT) ve SDS'in varliginda isitilarak denatiire edilmektedir
(Sekil 30). SDS, proteinleri denatiire ederek primer yapida kalmalarini saglayan anyonik
deterjandir. Proteinler SDS’e sabit agirlik oraninda baglanirlar boylece denatiire proteinler esit
ylk yogunluguna sahip olmaktadirlar. SDS-protein kompleksi poliakrilamid jelinde yiklerine
gore degil biyikliklerine gore hareket etmektedirler. SDS ile muamele edilen proteinler
negatif yiklendiklerinden dolayi elektriksel alanda pozitif ylike dogru goc etme ozelligi
gosterirler (60).

SDS uygulamasindan 8nce

Yikld gruplar

- | Hidrofobik Bolgeler

Sekil 30. Proteinlerin SDS’e baglanmasi sonucu denattiirasyonu (60)

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

= Calismalara jellerin hazirlanmasi ile baslandi. 16x16 cm boyutlarinda iki cam dizlemin
arasina silikonlar yerlestirilip sikistirilarak jel kalibi hazirlandi.

= Sizint1 olup olmadidi su ile kontrol edildikten sonra bir pipet yardimiyla Tablo 2'de
gosterildigi gibi ayirici jel monomer karisiminin polimerizasyonu amonyum persiilfat

(APS) ve tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenerek gergeklestirildi ve pipet yardimiyla
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hazirlanan jel ¢ozeltisi iki cam arasindaki bosluga camin bir kenarindan sizdirilarak
dokalda.  Poliakrilamid  jeller monomerik akrilamidin  poliakrilamid  zincirlerine
polimerizasyonu ve N,N-metilen- bis akrilamid tarafindan capraz baglanmasi sonucu
olusmaktadir. Polimerizasyon reaksiyonu APS'nin eklenmesi ile baglatiimaktadir.
Reaksiyon APS'den serbest radikallerin olusmasini katalize eden TEMED ile
hizlandinlmaktadir.

= Jelin Gst sininnin diizgin olmasi igin hava ile temas eden yizeyine propanol eklendi.

= Jel polimerize olduktan sonra Ustteki propanol bosaltilip su ile yikandi.

= Paketleyici jel ¢Ozeltisi Tablo 3'te belirtildigi gibi hazirlandi ve ayiria jelin Ustiine
bosaltildi. 12 kuyulu tarak 45 °C aci ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde iki cam

arasina yerlestirildi. Polimerizasyona birakildi.

Tablo 2. SDS-PAGE yénteminde ayirici jelin (%10) hazirlanmasi

JEL BILESENLERI MIKTAR
Saf su 12.5 mL
Akrilamid/Bisakrilamid 10 mL
(%29.2/%0.8 w/v)

4x Tris-HCl / SDS (pH 8.8) 7.5 mL
(1.5 M Tris-HCl, % 0.4 SDS)

%10 (w/v) Amonyum perstilfat 0.1mL
TEMED 0.02 mL
Total karisim 30.12 mL
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Tablo 3. SDS—-PAGE yodnteminde paketleyici jelin (%4) hazirlanmasi

JEL BILESENLERI MIKTAR
Saf su 6.1 mL
Akrilamid/Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 w/v) 1.3 mL
4x Tris-HCl (pH 6.8) (0.5 M Tris-HCl, % 0.4 SDS) 2.5 mL
%10 (w/v) amonyum persiilfat 0.05 mL
TEMED 0.01 mL
Total karisim 9.96 mL

3.4.4.4. Ornek Hazirlanmasi
Protein 6rnekleri kuyucuk basina 50 pL'de yaklasik 40 pg olacak bigcimde hazirlandi ve
95 °C'de 5 dakika tutuldu.

3.4.4.5. Jelin Yiiklenmesi

Paketleyici jel polimerize olduktan sonra tarak cikartildi. Iki cam arasinda bulunan
contalar cgikartilarak elektroforez tanki icine yerlestirildi ve 1 L running tamponu (Running
stok: Tris 15.1 g, Glisin 72 g, SDS 5 g, dH,O 1000 ml‘de) ile dolduruldu. Kuyulara protein

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

3.4.4.6. Elektroforetik Yuiriitme

Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatildi ve Atto Cell (izerine elektrotlar
baglandi. Ornekler ayirici jele girinceye kadar 100 Volt gerilim uygulandi. Ornek ayirici jele
gectikten sonra ise gerilim 150 Volt'a gikarildi. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna varinca akim

kesildi ve jel tanktan uzaklastirild.
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3.4.4.7. Proteinlerin Membrana Transferi

Calismamizda yari-kuru transfer teknidi kullanildi. Bu amagla, ATTO marka
elektroblotlama sistemi (AE-6675 HorizBlot ve AE-8450 1000VC giic kaynagi) kullanildi.

= Transferde kullanilacak polivinilidendiflorid (PVDF) membran metanol ile
doyuruldu. Filtre kagitlan (1703956 Thick blot paper 15x20cm) transfer tamponu
(Transfer stok solusyonu: Tris 30.3 g, Glisin 14 g, dH,O, Total hacim 1000 ml) ile
islatildi.

= Western sandvigi hazirlandi: 2 adet filtre kaditlari (+) yukli bloga yerlestirildi,
lizerine membran ( Millipore, Immobilon P, Kat No: IPVH09120; Sigma) ardindan
poliakrilamid jel yerlestirilildi. Daha sonra filtre kaditlan transfer sollsyonu ile
islatilarak en Uste vyerlestirildi. Bu asamalar sirasinda arada hava kabarcidi
kalmamasina dikkat edildi. (-) yukli blok kapatilarak 200 mAmp sabit akimda 2
saat sure ile transfer gerceklestirildi. Transfer islemlerini sonlandirmak icin glic

kaynagi kapatildi ve sistemin kapadi agildi. Membran dikkatlice alind.

3.4.4.8. Bloklama

Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla bloklama yapildi. Degisik sit
tozu konsantrasyonlari (glutatyon peroksidaz icin % 1, y-glutamil sistein sentetaz icin % 2
glutatyon rediktaz icin % 3) denenerek en uygun konsantrasyonlar (sirasiyla % 3, % 4 ve
% 5) secildi. Bu sonuglar dogrultusunda, transfer sonrasi proteinleri baglamis olan membran,
bloklama ¢dzeltisi (glutatyon peroksidaz-1 ve aktin icin % 3, y-glutamil sistein sentetaz % 4
ve glutatyon rediktaz igin % 5’lik st tozu ve % 0.05'lik NP-40 iceren PBS cozeltisi) icinde 30
dakika oda sicakliginda bloke edildi. Bu siire sonunda membran (¢ kez % 0.05lik NP-40

iceren PBS ¢oOzeltisi (yikama cozeltisi) ile 10 dakika siire ile yikandi.

3.4.4.9. Primer Antikor Ile inkiibasyon

Bloklama sonrasinda membran, %1'lik sit tozu ve % 0.05lik NP-40 igeren PBS
cozeltisi icinde 1/500 oraninda dilie edilmis y-glutamil sistein sentetaz (Santa Cruz, sc-
22667), 1/200 oraninda dillie edilmis glutatyon peroksidaz-1 (Santa Cruz, sc-22145), 1/500
oraninda dilliie edilmis glutatyon rediiktaz (Santa Cruz, sc-32408) ve 1/500 oraninda dilie

edilmis aktin (Santa Cruz, sc-1615)'e karsi kullanilan primer antikor ile +4 °C'de gece boyu
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inklibe edildi. Bu siire sonunda ortamdaki baglanmamis antikor 3 kez yikama ¢ozeltisi (%
0.05 NP-40 iceren % 10 PBS) ile 10 dakika siire ile oda sicakliginda yikandi.
3.4.5.0. Sekonder antikor ile inkiibasyon

Yikama sonrasinda membran primer antikoru taniyan sekonder antikorlarla (donkey
anti-goat IgG-Horseradish Peroxidase Conjugated Affinity Purified Antibody, Santa cruise, sc-
2020) 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikorlar glutatyon peroksidaz ve y-
glutamil sistein sentetaz igin % 3 sut tozu ve % 0.05’lik NP-40 iceren PBS cgozeltisi icinde
1/3500 oraninda, glutatyon rediiktaz icin % 1 sit tozu ve % 0.05lik NP-40 iceren PBS
¢ozeltisi icinde 1/5000 oraninda, aktin icin ise % 3 sit tozu ve % 0.05'lik NP-40 iceren PBS
cozeltisi icinde 1/3500 oraninda hazirlandi. Bu slirenin sonunda membran tekrar yikama

cozeltisi ile 10 dakika sure ile 3 kez yikandi. Calisma Sekil 31'de kisaca dzetlenmektedir.

3.4.5.1. Goriintiileme

Deteksiyon asamasi: Sinyalin gorinir hale getirilmesi amaciyla Amersham marka
(RPN 2132) ECL plus kiti kullanildi (sinyal olusturma solusyonu: kit igindeki peroksit ve
enhancer sollsyonlari 1ml:1ml oraninda kanstirilarak hazirlandi) Kit, horseradish peroksidaz
enziminin hidrojen peroksit varliginda substrati olan luminoli oksitlemesi ve luminolln
uyarilmis durumdan bazal duruma gegerken film (zerinde kemiliminesans isima olusturmasi
ilkesine dayanmaktadir. Bu filmlerin dansitometrik incelenmesi, protein dlzeyinin
belirtilmesini saglamaktadir.

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

3.4.5.2. Dansitometrik analiz

Bant yogunluklar Bio-Rad Quantity One 1-D Analysis Software programinda

degderlendirildi. Veriler B-aktine oranlanarak standardize edildi.
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40 ug protein jele yiiklenir
v

Elektroforetik yiiriitme yapilir

v

Proteinler membrana transfer edilir
(Blotlama)

¢

Bloklama uygulanir
y-Glutamil Sistein Sentetaz : %4, 30 dakika

Glutatyon Peroksidaz : %3, 30 dakika
Glutatyon Rediiktaz : %5, 30 dakika
Aktin 1 %3, 30 dakika

13 kez yikama yapilir

Primer antikorla 1 gece inkiibe edilir
y-Glutamil Sistein Sentetaz : 1/500, %1

Glutatyon Peroksidaz :1/200, %1
Glutatyon Rediiktaz :1/500, %1
Aktin :1/500, %1

l 3 kez yikama yapilir

Sekonder antikorla 1 saat inkiibe edilir
y-Glutamil Sistein Sentetaz : 1/3500, %3

Glutatyon Peroksidaz :1/2000, %3
Glutatyon Rediiktaz :1/5000, %1
Aktin :1/3500, %3

I

ECL ile gﬁriintiilemev ve Dansitometrik analizi
yapilir

Sekil 31. Protein ekspresyonlarinin Western blot yontemi ile incelenmesi basamaklari
3.5. Istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package of Social Science) Software
11.0 programinda dederlendirildi. Grup ortalamalarinin karsilastirimasinda Mann Whitney-U

testi kullanildi. Veriler, ortalama * standart sapma olarak verilmistir. p<0.05 bulunmasi

anlamli olarak kabul edildi.

58



DORDUNCU BOLUM

4, BULGULAR
4.1. SITOTOKSISITE ANALIZLERI
4.1.1. Resveratroliin HCAE Hiicrelerine /in vitro Etkisi

10, 50 ve 100 uM resveratrol ile 1,12 ve 24 saat inkiibasyona birakilan insan koroner
arter endotel hiicrelerinde, 10 ve 50 pM resveratrol tim zaman noktalarinda istatistiksel
olarak anlamli bir hiicre sitotoksisitesine neden olmamaktadir. 100 uM resveratrol ise tiim
inklibasyon noktalarinda % 15 civarinda LDH salinimina neden olmaktadir. Elde edilen net
absorbans bulgulari Tablo 4te, sitotoksisite bulgulari Tablo 5te ve Sekil 32'de
gosterilmektedir. Resveratroliin 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin 1,12 ve 24 saat
inklibasyon sirelerinde kontrole gére anlamlilik diizeyleri Tablo 6’da verilmektedir. 10 ve 50
UM resveratrolle 1, 12 ve 24 saat inkiibasyonda kontrole benzer degerler elde edildi. 10 ve
50 uM konsantrasyonlarda resveratroliin hiicrelerde olusturdugu sitotoksisitede anlamli fark
saptanmadi (p>0.05). 100 uM resveratrol ile tim inklibasyon stirelerinde istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p<0.05). 100 puM resveratrol insan koroner arter endotel hiicrelerinde

olusturdugu sitotoksisite kontrol grubuna gére anlamli bulundu.

Tablo 4. Resveratroliin HCAE hiicrelerine /n vitro etkisinin LDH ile dederlendirildigi deneyde
ortalama net absorbans bulgulari (492 nm). Bulgular ortalama * standart sapma olarak

verilmektedir (Kontrol grubu resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 12 saat 24 saat

Kontrol 0.025 £ 0.006 0.024 + 0.006 0.027 £ 0.006
10 pM RSV 0.026 £ 0.006 0.028 + 0.012 0.032 + 0.006
50 uM RSV 0.030 £ 0.006 0.033 £ 0.010 0.036 £ 0.010
100 uM RSV 0.090 £ 0.016 0.125 £ 0.016 0.131 £ 0.010
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Tablo 5. Resveratroliin HCAE hiicrelerine etkisinin LDH ile degerlendirildigi deneyde %

sitotoksite bulgular. Bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmektedir (Kontrol grubu

resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 12 saat 24 saat
Kontrol 2.2 + 0.56 2.3 +0.68 2.5+0.54
10 uM RSV 2.4 £ 0.56 25+1.21 2.6 +0.70
50 uM RSV 2.4 +0.62 2.7 +£1.00 2.7 £1.00
100 pM RSV 8.7+ 1.54 11.3 £ 1.50 13.0 £ 0.96
16 -
14 -
12 -
3
w 10 - 0O 1 saat
% 8 W 12 saat
8 6 O 24 saat
(72]
e 4
2 T
Kontrol 10 uM 50 UM 100 M
Resveratrol konsantrasyonu

Sekil 32. HCAE hicrelerinde 10, 50 ve 100 pM resveratrolin 1, 12 ve 24 saat
inkiibasyonlari ile elde edilen % sitotoksisite degerlerinin grafikle gosterimi (Kontrol grubu

resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur).

Tablo 6. Resveratroliin 10,50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin 1,12 ve 24 saat inklibasyon
strelerinde kontrole gére “p” dederleri. p< 0.05 anlamli kabul edilmektedir (Kontrol grubu

resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 12 saat 24 saat
Kontrol-10 pyM RSV 0.663 0.772 0.559
Kontrol-50 uyM RSV 0.773 0.564 0.564
Kontrol-100 uM RSV 0.021 0.021 0.021
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4.1.1.1. Resveratroliin HCAE Hiicrelerine Etkisinin Mikroskobik Olarak
Degerlendirilmesi

2500-5000 hiicre /cm? ekilen HCAE hiicreleri 5-9 giin icerisinde %80 oraninda kiiltiir
kabini kaplayarak pasaja hazir hale geldiler. Sekil 33'te kontrol hiicreleri ve 10, 50 ve 100 uM
resveratrol ile 24 saat inkiibe edilen hcrelere iliskin gérintiler gosterilmektedir. Hlcre
olimindeki artis hticrelerin mikroskobik goriinimleri ile de desteklenmektedir.

Kontrol grubu 10 M Resveratrol
50 uM Resveratrol 100 uM Resveratrol

Sekil 33. 10, 50 ve 100 uM resveratrol ile 24 saat inkibe edilen HCAE hiicrelerinin faz-
kontrast mikroskobik gdérintileri (20X buyutme) (Kontrol grubu resveratrol ile muamele
edilmeyen gruptur).



4.1.2. H,0, Hasar Modelinin Olusturulmasi

100, 250, 500, 750 ve 1000 uM H,0,ile 1 saat, 3 saat ve 6 saat inklibasyona birakilan
insan koroner arter endotel hiicrelerinde sitotoksisite tim zaman noktalarinda ve surelerinde
kontrol hilicre grubuna gore istatistiksel olarak anlamh farkhlik gdsterdi (p<0.05).
Sitotoksisitedeki artis hiicrelerin mikroskobik gérintmleri ile de desteklendi. Hiicrelerin 1 saat
H,0, ile inkiibasyonuna iliskin goriintiiler 4.1.2.1. bashd altinda gosterilmektedir. LDH ile net
absorbans ve sitotoksisite bulgulari Tablo 7 ve Tablo 8'de; % sitotoksisite bulgulari
konsantrasyonlara bagl olarak Sekil 34'te gosteriimektedir. Kontrol grubu ile karsilastirmada
elde edilen p dederleri Tablo 9'da gorilmektedir.

H,0, ile 100, 250, 500, 750 uM konsantrasyonlarinda ve 1, 3, 6 saat inkiibasyon
surelerinde yapilan tim deneylerde 750 uM H,0'in 1 saat inklibasyona burakilan insan

koroner arter endotel hiicre hattinda % 30-40 arasinda hicre 6limiine yol agtign gorildu.

Tablo 7. H,0, hasar modelinde sitotoksisitenin LDH ile degerlendirildigi deneyde ortalama
net absorbans bulgulari (492 nm). Bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmektedir

(Kontrol grubu H,0, ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 3 saat 6 saat

Kontrol 0.039 = 0.001 0.040 £ 0.001 0.039 £ 0.001
100 uM H,0, 0.056 £ 0.001 0.050 £ 0.009 0.412 £ 0.002
250 pM H,0, 0.070 £ 0.003 0.150 £ 0.001 0.427 £ 0.002
500 uM H;0, 0.182 £ 0.003 0.202 + 0.003 0.472 £ 0.001
750 pM H,0, 0.373 £ 0.004 0.614 £+ 0.001 0.645 £ 0.002
1000 uM H,0, 0.478 = 0.004 0.732 £ 0.004 0.815 + 0.002
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Tablo 8. H,0, hasar modelinde sitotoksisitenin LDH ile dederlendirildigi deneyde %

sitotoksite bulgular. Bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmektedir (Kontrol grubu

H,0, ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 3 saat 6 saat

Kontrol 3.9+0.18 4.0 £ 0.15 3.9 +£0.08
100 uyM H,0, 5.6 +0.17 5.0 £ 0.09 41.2 + 0.02
250 pM H,0, 7.0 +0.30 15.0 £ 0.17 42.7 + 0.08
500 puM H,0, 18.3 £ 0.15 20.2 £ 0.37 47.2 + 0.27
750 uM H;0, 37.3+0.41 61.3 £0.19 64.5 £ 0.21
1000 pM H,0, 47.8 + 0.41 73.5+0.46 81.5+0.26

% sitotoksisite

O 1 saat
m 3 saat
6 saat

1000 pM

500 uM 750 pM

Kontrol 100pM 250 pM

Hidrojen Peroksit Konsantrasyonu

Sekil 34. HCAE hicrelerinde 100, 250, 500, 750 ve 1000pM H,O, ve 1, 3 ve 6 saat

inklibasyonu ile elde edilen % sitotoksisite degerlerinin grafikle gosterimi (Kontrol grubu H,0,

ile muamele edilmeyen gruptur).
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Tablo 9. H,0,'in degisik konsantrasyonlarinin sitotoksisite (izerine etkilerinin kontrole gore
tim zaman noktalarindaki istatistiksel sonuglari. p< 0.05 anlamli kabul edilmektedir (Kontrol

grubu H,0, ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 3 saat 6 saat
Kontrol- 100 uM H,0, p=0.020 p=0.021 p=0.021
Kontrol- 250 uM H,0, p=0.021 p=0.021 p=0.021
Kontrol -500 uM H,0, p=0.020 p=0.021 p=0.021
Kontrol- 750 uM H,0, p=0.021 p=0.021 p=0.021
Kontrol- 1000 uM H,0, p=0.020 p=0.020 p=0.021
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4.1.2.1. H,0, Hasar Modeline iliskin Mikroskobik Goriintiiler

2500-5000 hiicre /cm? ekilen HCAE hiicreleri 5-9 giin igerisinde % 80 oraninda kiiltiir
kabini kaplayarak pasaja hazir hale geldiler. Sekil 35te degisik konsantrasyonlarda H,0, ile
bir saat inkiibasyona birakilan deney kosulundaki HCAE hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobik

gorundmleri verilmektedir.

Kontrol grubu 100 uM H,0, 250 uM H,0,

Sekil 35. Hasar modeli olusturma deneyinde: Kontrol grubu (H,0O, ile muamele edilmeyen
gruptur) ve 100, 250, 500, 750 ve 1000 pM H,0, ile 1 saat inkiibasyona birakilan HCAE

hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobik gorintileri (20X buyttme).

65



4.1.3. Resveratroliin H,0, ile Olusturulan Hasara Etkisi

10, 50 ve 100 pM resveratroliin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyonunda ortalama net
absorbans degerleri ve sitotoksisite ylizdeleri sirasiyla Tablo 10 ve 11’de verilmektedir. 10,
50 ve 100 uM resveratroliin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyonunda elde edilen % sitotoksite
degerleri Sekil 36'da gosterilmektedir. Elde edilen sitotoksisite bulgularina gére 10, 50 ve 100
UM resveratrol ile preinkiibasyona birakilan HCAE hticreleri 750 uM H,0, ile bir saat muamele
edildiginde resveratroliin 10 ve 50 uM konsantrasyonlarinin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyon
strelerinde koruyucu oldugu, 750 uM H,0,’in olusturdugu sitotoksisiteyi istatistiksel olarak
anlamh azalttigi saptanmistir (p<0.05). 10 ve 50 uM resveratrol konsantrasyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark saptandi (p<0.05).100 uM resveratroliin 1, 12 ve 24 saat
preinklibasyon siirelerinde sitotoksisiteyi istatistiksel olarak anlaml azaltmadigi saptanmistir
(p>0.05) (Tablo 12).

Tablo 10. 10, 50 ve 100 pM resveratrolin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyonunda
sitotoksisitenin LDH ile dederlendirildigi deneyde ortalama net absorbans bulgulari (492 nm).
Bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmektedir (Kontrol grubu H,O, ve resveratrol

ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 12 saat 24 saat
Kontrol 0.040 + 0.008 0.050+ 0.001 0.046 + 0.004
750 uM H,0, 0.390 + 0.004 0.391 + 0.040 0.386 + 0.006
10 yM RSV+750 uM H,0, 0.351 + 0.004 0.293 + 0.003 0.219 + 0.009
50 pM RSV+750 uM H,0, 0.330 £ 0.002 0.247 + 0.001 0.149 + 0.003
100 uyM RSV+750 pM H,0, 0.388 + 0.003 0.391 + 0.001 0.395 = 0.002

Tablo 11. 10, 50 ve 100 pM resveratrolin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyonunda
sitotoksisitenin LDH ile degerlendirildigi deneyde % sitotoksite bulgulari. Bulgular ortalama +

standart sapma olarak verilmektedir (Kontrol grubu H,0O, ve resveratrol ile muamele

edilmeyen gruptur).

Kosullar 1 saat 12 saat 24 saat
Kontrol 4.0+ 0.16 5.0+ 0.28 4.6 £ 0.50
750 uM H,0, 39.0 £ 0.88 39.1 £ 0.80 38.6 £1.20
10 pM RSV+750 pM H,0, 35.1 £ 0.96 29.3 £ 0.70 21.9 +1.56
50 uM RSV+750 pM H,0, 33.0 £ 0.60 24.7 £ 0.60 14.9 + 0.60
100 uM RSV+750 uM H,0, 38.8 £0.61 39.1+£0.35 39.5+1.20
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0O 1 saat
m 12 saat
[ 24 saat

% Sitotoksisite

Kontrol 750uM 10uM 50uM 100uM
H202

Resveratrol Konsantrasyonu

Sekil 36. 10, 50 ve 100 uM resveratroliin 1, 12 ve 24 saat preinkiibasyonunda elde edilen
% sitotoksite degerlerinin grafikle gosterimi (Kontrol grubu H,0, ve resveratrol ile muamele

edilmeyen gruptur).

Tablo 12. 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda resveratrollin sitotoksisite (zerine
etkilerinin 1,12 ve 24 saat inkiibasyon sireleri acisindan istatistiksel sonuclari. p< 0.05
anlamh olarak kabul edilmektedir (Karsilastirma, resveratroliin tim inklbasyon silrelerinde,
10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda preinkiibe edilen gruplar ile H,O, grubu arasinda; 10

UM ve 50 uM resveratrol ile tim inklibasyon siirelerinde preinkiibe edilen gruplar arasinda

yapilmistir).

Kosullar 1 saat 12 saat 24 saat

750 uM H,0,— (10 pM RSV+750 uM H,0,) | p=0.021 p=0.021 p=0.021

750 pM H0,- (50 pM RSV+750 pM H,0,) p=0.021 p=0.020 p=0.021

750 M H,0,— (100 pMRSV+750 uM H,0,) | p=0.885 p=0.386 p=0.386

(10 uM RSV+750 uM H,0,) - (50 uM p=0.021 p=0.021 p=0.020
RSV+750 pM H,0,)
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4.1.3.1. Resveratroliin H,0, Hasarina Karsi Koruyucu Etkisinin Mikroskobik Olarak
Gozlenmesi
10, 50 ve 100uM resveratrol ile 24 saat preinkiibe edildikten sonra 750 uM H,0, ile 1
saat inkiibe edilen HCAE hiicrelerinin morfolojik gériinimleri Sekil 37'de verilmektedir.

Kontrol grubu 750 pM H,0,

10 pM RSV + 750 uM H,0, 50 uM RSV + 750 pM H,0,

100 pM RSV + 750 uM H,0,

Sekil 37. Resveratroliin koruyuculuk deneyinde: Kontrol grubu (H,O, ya da resveratrol ile
muamele edilmeyen gruptur) ve 10, 50 ve 100 uM RSV ile preinkiibasyona birakildiktan sonra
750uM H,0, ile 1 saat inkiibasyona birakilan HCAE hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobik
goruntdleri (20X buyutme).



4.2. ROS ANALIZLERi
4.2.1. H,0, Hasar Modelinde ROS Olusumunun Degerlendirilmesine 1iliskin
Bulgular

HCAE hicrelerinde farkli H,O, konsantrasyonlarinda ve sirelerinde ROS olusumu
(Tablo 13 ve Sekil 38) gosterilmektedir. 100, 250, 500, 750 ve 1000 pM H,0,
konsantrasyonlari ile 20 dakika muamele edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinde 15.
dakika, 60. dakika ve 6. saat zaman noktalarinda ortalama fluoresans siddeti degerleri
istatistiksel olarak anlaml artis gdstermektedir. Farkl slrelerde kontrol grubu ile H,0,
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 14).

Tablo 13. HCAE hicrelerinde H,O,'in farkli konsantrasyonlarinda ve sirelerinde ROS
olusumu. Degerler grup ortalama fluoresans siddeti + standart sapma olarak verilmistir

(Kontrol grubu H,0, ile muamele edilmeyen gruptur).

15. dakika 60. dakika 6 .saat
Kontrol 2848 + 144 2861 + 380 2842 + 160
100 pM H,0, 5050 + 137 10696 + 280 8104 + 246
250 pM H,0, 5825 + 198 14692 + 520 11437 + 950
500 uM H;0, 6585 + 128 18892 + 126 13567 + 402
750 pM H,0, 8139 + 274 20751 + 244 15007 + 280
1000 uM H,0, 9763 + 915 26209 + 720 21679 £ 720
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Sekil 38. HCAE hiicrelerinde H,0,’in farkli konsantrasyonlarinin ROS olusumuna etkisinin
grafiksel gosterimi. Degerler fluoresans siddeti olarak verilmistir (Kontrol grubu H,0, ile

muamele edilmeyen gruptur).

Tablo 14. HCAE hiicrelerinde H,0,'in farkli konsantrasyonlarinda ve sirelerinde yapilan
deneyin kontrol grubuna godre karsilastiriimasinin istatistiksel sonuglari. p<0.05 anlaml olarak

kabul edilmektedir (Kontrol grubu H,0, ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 15. dakika 60. dakika 6. saat
Kontrol- 100 uM 0.021 0.021 0.021
Kontrol- 250 yM 0.021 0.021 0.021
Kontrol- 500 uM 0.021 0.021 0.021
Kontrol- 750 uM 0.021 0.021 0.021
Kontrol -1000 uM 0.021 0.021 0.021
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4.2.2. Resveratrolin H;0, Hasar Modelinde ROS Olusumuna Etkisinin

Degerlendirilmesi

HCAE hiicrelerinde resveratroliin 10, 50 ve 100 pM konsantrasyonlar ile degisik
surelerde inkibasyon sonrasinda ROS olusumuna etkileri verilmektedir (Tablo 15). HCAE
hiicrelerinde farkl kosullarda resveratroliin etkisi Sekil 39°'de gosterilmektedir. 10, 50 ve 100
UM resveratrol ile 24 saat preinkiibasyona birakilan HCAE hticreleri 750 uM H,0; ile 20 dakika
muamele edildiginde 15., 60. dakika ve 6 saat zaman noktalarinda resveratroliin tim

konsantrasyonlarinin ROS olusumunu anlamli olarak azalttigi saptandi (p<0.05) (Tablo 16).

Tablo 15. HCAE hicrelerinde resveratroliin farkli konsantrasyonlarinin ROS olusumuna
etkisi. Degerler grup ortalama fluoresans siddeti + standart sapma olarak verilmistir (Kontrol

grubu H,0, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur).

Kosullar 15. dakika 60. dakika 6. saat
Kontrol 3154 + 88 3310 + 490 3264 + 344
750 uM H,0,; 8804 £ 1499 21568 + 420 14047 + 1088
10 uM RSV+750 uM H,0, 5433 + 180 6078 + 90 7825 + 726
50 uM RSV+750 uM H,0, 4636 * 31 5589 + 208 6964 + 380
100 M RSV+750 uM H,0, 6086 + 492 7269 + 180 7525 + 88
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Sekil 39. HCAE hicrelerinde resveratrolliin farkli konsantrasyonlarinin ROS olusumuna
etkisinin grafiksel gosterimi. Degerler fluoresans siddeti olarak verilmistir (Kontrol grubu H,0,

ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur).

Tablo 16. HCAE hiicrelerinde resveratroliin farkli konsantrasyonlarinda yapilan deneyin tim
zaman noktalarinda H,O, grubuna goére yapilan karsilastinlmasinin istatistiksel sonuglari.
p<0.05 anlaml olarak kabul edilmektedir (Kontrol grubu H,O, ve resveratrol ile muamele

edilmeyen gruptur).

Kosullar 15. dakika | 60. dakika | 6. saat
Kontrol-H,0, 0.021 0.021 0.020
750 uM H;0,- (10 uM RSV+750 UM H,0,) 0.021 0.021 0.020
750 pM H;0,- (50 uM RSV+750 UM H,0,) 0.021 0.021 0.020
750 uM H,0,- (100 uM RSV+750 uM H,0,) 0.021 0.021 0.020
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4.3. INDIRGENMIS VE YUKSELTGENMIS GLUTATYON ANALizi

4.3.1. Kontrol ve Deney Gruplarindaki Protein Diizeyleri

Sekil 40'da gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak kontrol ve deney
gruplarinda hiicre lizatinda protein dizeyleri hesaplandi (Tablo 17 ). Her kosul icin saptanan

protein dlzeyleri glutatyonun mg protein bagina oranlamasi (nmol/mg protein) icin kullanildi.

2,5 -
E 2
[ =
)
© 15 -
()]
[ =
8 1
2
‘3‘ y = 0,0009x + 0,1487
2 7 2 _
2 05 R2 = 0,9986
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
BSA (ug/mL)

Sekil 40. BSA standart kalibrasyon edgrisi

Tablo 17. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen grup) ve deney
gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV) hiicre lizati ortalama protein diizeyleri

Gruplar Protein Diizeyleri (ug/mL)
Kontrol grubu 924 + 20.21
750 uM H,0, 954 + 5.00
50 uM RSV + 750 pM H,0, 1314 +£ 13.38
50 uM RSV 929 +1041

73



4.3.2. Kontrol ve Deney Gruplarindaki Glutatyon Diizeyleri

24 saat 50 uM resveratrol ile inklibe edildikten sonra 750 puM, 1 saat H,0O, uygulanan
HCAE hicrelerinde indirgenmis ve ylkseltgenmis glutatyon dizeyleri HPLC ile drneklerdeki
protein dizeyleri BCA ile dederlendirildi (Tablo 18, Tablo 19). Kontrol grubuna goére H,0,
grubunda indirgenmis glutatyon diizeyi anlamli olarak azalmakta (p<0.05), resveratrol H,0,
grubu ile karsilastirildiginda indirgenmis glutatyon diizeyini anlamli olarak arttirmaktadir
(p<0.05). Sadece resveratrol uygulamasinin, kontrol grubuna goére indirgenmis glutatyon
diizeyini anlaml olarak arttirdigi saptandi (p<0.05) (Sekil 41, Tablo 20).

Kontrol grubuna gére H,O, grubunda ylikseltgenmis glutatyon dlizeyi anlamh olarak
artmaktadir (p<0.05); resveratrol, H,O, grubu ile karsilastirildiginda yiikseltgenmis glutatyon
dizeyini anlaml olarak azaltmamaktadir (p>0.05). Sadece resveratrol uygulamasi da kontrol
grubuna gore yilkseltgenmis glutatyon dizeyini anlamh olarak azaltmamaktadir (p>0.05).
(Tablo 21, Sekil 42). Indirgenmis glutatyon ve vyiikseltgenmis glutatyon diizeyleri
karsilastirildiginda, H,0, ile muamelede indirgenmis glutatyon diizeyindeki azalmaya karsilik
gelecek bir artis ylkseltgenmis glutatyonda gézlenmemektedir (Sekil 43 ).

Tablo 18. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) indirgenmis glutatyon (GSH) bulgulari. Bulgular

nmol/mg protein olarak ifade edilmektedir.

Gruplar GSH/protein
(nmol/mg protein)
Kontrol grubu 82.25 + 13.02
750 uM H,0, 12.91 + 10.38
50 UM RSV + 750 uM H,0, 51.50 £ 16.33
50 pM RSV 100.0 £ 19.97
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Tablo 19. Kontrol grubu (H,0O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) yikseltgenmis glutatyon (GSSG) bulgulari. Bulgular

nmol/mg protein olarak ifade edilmektedir.

Gruplar GSSG/protein
(nmol/mg protein)

Kontrol grubu 33.60 + 6.8

750 pM H;0, 42.01+2.9

50 uM RSV + 750 uM H,0, 39.01 2.0

50 pM RSV 39.32+5.8

140 -

120 - T

100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

0

Resveratrol - + +

H,0,

GSH/Protein
nmol/mg protein

Sekil 41. HCAE hicrelerinde Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen
gruptur) ve deney gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV) indirgenmis glutatyon diizeylerinin

grafiksel gosterimi (bulgular nmol/mg protein olarak ifade edilmektedir).
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20

GSSG/ Protein
nmol/mg protein

Resveratrol - - + +
H 202 - + + -

Sekil 42. HCAE hicrelerinde Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen
gruptur) ve deney gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) yikseltgenmis glutatyon
dizeylerinin grafiksel gosterimi (bulgular nmol/mg protein olarak ifade edilmektedir).

[ GSH/mg protein
B GSSG/ mg protein

Glutatyon diizeyi
nmol/mg protein

Resveratrol - -

H,0, - + + -

Sekil 43. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV) yikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve indirgenmis
glutatyon (GSH) bulgularinin karsilastinimal olarak grafiksel gdésterimi (bulgular nmol/mg

protein olarak ifade edilmektedir).
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Tablo 20. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV) indirgenmis glutatyon diizeyi agisindan istatistiksel
sonuglar. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.

Gruplar p degerleri
Kontrol -H,0, 0.004
H,0,- RSV+H,0; 0.004
Kontrol- RSV 0.016

Tablo 21. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,0O,, RSV+ H,0, ve RSV) yikseltgenmis glutatyon diizeyi agisindan istatistiksel
sonuglar. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.

Gruplar p degerleri
Kontrol - H,0, 0.025
H,0,- RSV+H;0,; 0.054
Kontrol- RSV 0.150
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4.4. y-GLUTAMIL SISTEIN SENTETAZ (EC 6.3.3.2), GLUTATYON PEROKSIDAZ-
1 (EC 1.11.1.9) VE GLUTATYON REDUKTAZ ( EC 1.6.2.4) ENZIMLERININ
EKSPRESYONLARININ WESTERN BLOT iLE ANALIZi

4.4.1. Kontrol ve Deney Gruplarinda Protein Ekspresyonlarinin Western Blot ile
Gosterilmesi

24 saat 50 uM resveratrol ile inkiibe edildikten sonra 750 puM, 1 saat H,O, uygulanan
HCAE hicrelerinde, kontrol ve deney gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV ) y-glutamil
sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein
ekspresyonlari Western blot yontemi ile degerlendirildi. y-Glutamil sistein sentetaz, glutatyon
peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonlarinin H,O, uygulamasi
ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml azaldigi saptandi (p<0.05) (Tablo 22, 23,
24). Resveratrol, y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon rediktaz
enzimlerinin protein ekspresyonlarini arttirdi. Bu, istatistiksel olarak anlaml bulundu
(p<0.05). Sadece resveratrol ile muamele edilen grupta da kontrol grubuna gére istatistiksel
olarak anlaml artis saptandi (p<0.05). Temsili film gértntileri B-aktin igin Sekil 44'te
verilmektedir. y-glutamil sistein sentetazin temsili film gorintileri Sekil 45te, glutatyon
peroksidazin temsili film goéruntileri Sekil 47'te, glutatyon rediktazin temsili film goruntuleri
Sekil 48'de verilmektedir. Bulgular enzimlerin protein ekspresyonlari - aktin’e oranlanarak
verilmektedir (Sekil 46, 48, 50 ).

Kontrol H,0, RSV+H,0, RSV
Sekil 44. Kontrol grubu (H,0, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney

gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) B-aktin ekspresyonunun temsili Western blot
bulgulari.
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Kontrol RSV+H,0, H,0, RSV

Sekil 45. Kontrol grubu (H,0, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV) y-glutamil sistein sentetaz ekspresyonunun temsili

Western blot bulgulari.
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Sekil 46. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) y-glutamil sistein sentetaz Western Blot spotlarinin
dansitometrik analizi. Bulgular y- glutamil sistein sentetaz enziminin dansitometrik

Olgimunidn B-aktine orani seklinde verilmistir.

Tablo 22. Kontrol grubu (H,0O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) y-glutamil sistein sentetaz’in dansitometrik

bulgularinin istatistiksel analiz sonuclari. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.

Gruplar p degerleri
Kontrol -H,0, 0.049
H,0,- RSV+H,0, 0.049
Kontrol-RSV 0.049
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Kontrol H,0, RSV+H,0, RSV

Sekil 47. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) glutatyon peroksidaz-1 ekspresyonunun temsili
Western blot bulgulari.

3,5
3 |

2,5 -

2

Glutatyon Peroksidaz-1/Aktin

Kontrol H,0, RSV + H,0, RSV

Sekil 48. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) glutatyon peroksidaz-1 Western Blot spotlarinin
dansitometrik analizi. Bulgular glutatyon peroksidaz enziminin dansitometrik 6lgimuntn B-

aktine orani seklinde verilmistir.

Tablo 23. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) glutatyon peroksidaz-1‘in dansitometrik bulgularinin

istatistiksel analiz sonuglari. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.

Gruplar p degerleri
Kontrol -H,0, 0.049
H,0,- RSV+H,0, 0.049
Kontrol-RSV 0.049
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Kontrol RSV+H,0, H,0, RSV
Sekil 49. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) glutatyon rediiktaz ekspresyonunun temsili Western
blot bulgulan

0,5 -

0,3 -
0,2 -

0,1 -

Glutatyon Rediiktaz / Aktin

Kontrol RSV + H,0, H,0, RSV

Sekil 50. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen gruptur) ve deney
gruplarinda (H,0,, RSV+ H,0, ve RSV) glutatyon rediiktaz Western Blot spotlarinin
dansitometrik analizi. Bulgular glutatyon rediktaz enziminin dansitometrik &lgimindn -

aktine orani seklinde verilmistir.

Tablo 24. Kontrol grubu (H,O, ve resveratrol ile muamele edilmeyen grup) ve deney
gruplarinda (H,O,, RSV+ H,0, ve RSV) glutatyon rediktaz'in dansitometrik bulgularinin

istatistiksel analiz sonuglari. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmektedir.

Gruplar p degerleri
Kontrol -H,0, 0.049
H,0,- RSV+H,0, 0.049
Kontrol-RSV 0.049
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BESINCI BOLUM

5. TARTISMA

Siper oksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tirlerinin endojen Uretiminde
artis ile karakterize olan oksidatif stres, endotel tabakasinin islev bozuklugunun temel
nedenidir. Oksidatif stres kardiyovaskiler hastaliklar, kanser, norolojik hastaliklar, diyabet,
yaslanma ve diger pek ¢ok hastaligin patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif
stres ile ilgili savunma mekanizmalari; bu mekanizmalarin engellenmesi, onarimi, fiziksel
savunma ve antioksidan savunmayl kapsamaktadir. Enzimatik antioksidan savunma
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazi kapsamaktadir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon, karotenoidler, flavonoidler, stilbenler ve
digerleridir. Normal kosullar altinda bu antioksidanlarin hiicre igi dilizeyi ve etkinlikleri
arasinda denge bulunmaktadir. Bu denge, organizmanin canliigi ve sagligi agisindan
gereklidir. Resveratrol, stilbenlerin alt grubunda bulunan polifenolik bir bilesiktir. Anti-
inflamatuvar, antioksidan, sitoprotektif, antikanser ve kardioprotektif etkileri bulunmaktadir
(10).

Bu calismada insan koroner arter endotel hicreleri secilmistir. Clinkli kan damarlan
icinde 6nemli anotomik bir yerlesimde bulunan endotel; kan ve vaskiiler diiz kas hiicreleri
arasinda bariyer gorevi Ustlenmektedir (15, 16). Endotel hiicreleri kardiyovaskiiler sistemin
fizyolojik fonksiyonlarinin stirdirtlmesinde dénemlidir. Kanin pihtilasmasinda, immun cevapta,
metabolik transportta, biyoaktif maddelerin salinmasinda vs. gérev almaktadir. Vaskiiler
endotel hasari gesitli hastaliklarin olusmasinda 6nemlidir. Kardiyovaskiler hastaliklara neden
olan hipertansiyon, miyokard enfarktiisii ve ateroskleroz, vaskiler hasarla sonuglanan
apoptoz ya da nekroza cevap slirecinde meydana gelmektedir. Patolojik durumlarda vaskdler
endotel hiicrelerin yapi ve fonksiyonu degismektedir. Bu nedenle biyomedikal arastirmalarda
endotel tabakasinin yeniden yapilanmasini hedef alan farmakolojik girisimler dnem
kazanmaktadir (61).
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Bu calismada hidrojen peroksit oksidatif stres modeli olusturmak amaciyla tercih
edilmistir. Hidrojen peroksit uygulamasi, oksidatif stres modeli olarak siklikla arastirmalarda
kullanilmaktadir (62, 12, 63, 15, 16, 52). Hidrojen peroksitin kdltiire hicreler
supernatantinda yarn 6mri 10-20 dakikadir ve 2-5 saat iginde tamamen yikilmaktadir (64).
Hidrojen peroksitin secilmesinin nedeni diger /in vitro oksidatif stres modellerinden (hipoksi-
reoksijenasyon, tersiyer butil hidroperoksit) daha iyi standardize edilebilir olmasidir. Hidrojen
peroksit antioksidatif calismalarda, baslica oksidatif stres uyaricilardan biridir (60). Oksidatif
streste santral bir rol oynamakta, hiicresel antioksidan fonksiyonuyla ilgili sinyal iletimine
katilmaktadir. Hidrojen peroksit, fizyolojik kosullarda stabildir ve konsantrasyonunun kontrol
edilmesi hicrenin normal fonksiyonlarinin sirdirilmesinde énemlidir. Hidrojen peroksitin
disik konsantrasyonlari fizyolojik hicresel fonksiyonlarin sirdirilmesini saglarken yliksek
konsantrasyonlari reaktif oksijen tlrleri olusumuna neden olmakta bdylece hicre
membranlari, DNA, protein ve lipidler gibi hiicre molekiillerine ve yapilarina zarar vermektedir
(12).

Kilttrlerde uygulanan H,0O, konsantrasyonu onemlidir. Duslk konsantrasyonlarda
H,0,' te gorilen mitojenik etki ve proliferasyon etkisinin tersine, yliksek konsantrasyonlarda
H,O, (50 uM-1 mM) hicre kilttrinde hicrelerin apoptoza ve/veya nekroza gitmelerine
neden olmaktadir. Genelde memeli hiicrelerinde hicre i¢i H,O, konsantrasyonu 700 nM’In
altinda oldugu siirece H,0, proliferatif etki gosterir. Hiicre ici konsantrasyonu 1 uM (izerinde
oldugunda, hiicrelerin biiylimesi durmakta ya da hiicre 6limi gergeklesmektedir. H,0,'in
hiicre ici konsantrasyonu ve uygulanan konsantrasyonu arasindaki farkllklar H,O,'in plazma
membranindan gecgerken kolayca difiize olabilmesine ragmen, kiiltiirlere uygulandiginda
plazma membraninda bir gradient olusmasina baglanabilir. Bu gradient H,0,’i yakalayan
enzimlerin (katalaz, glutatyon peroksidaz gibi) sonucudur ve hiicre ici kararl
konsantrasyonunun, hicre disi uygulanan konsantrasyonundan 7-10 kat daha az olmasi ile
sonuglanmaktadir. Bu nedenle uygulamalarda dislk konsantrasyonda H,O, segilmesi hiicrede
proliferasyon sinyali icin uygulanmakta, halbuki yiiksek (50 uM- 1mM) konsantrasyonda H,0,
hiicreler oksidatif stres olusturmakta kullanilmaktadir (13). Bu nedenlerle, bu calismada
hiicrelerde oksidatif stres olusturmak amaciyla insan koroner arter endotel hiicre kultirinde

H,0,'in 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM gibi yiiksek konsantrasyonlari uygulanmistir.
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Hicrelerden boyanin atiimasi ve hicrelere alinmasina, hiicrelerden salinan enzim
aktivitelerinin  6lcimine ve hicrelerde kolorimetrik  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromid'in (MTT) indirgenmesi esasina dayali testler olmak Uzere hicre
sitotoksisitesininin degerlendiriimesinde birkag degisik yontem kullaniimaktadir. Tripan mavisi
ve fluoresans boyalari (propidyum iyodid gibi) fonksiyonel hicre membrani olan canli
hiicrelerden disar atiimakta, membran hasarli oldugunda boya penetre olmaktadir. Memeli
hiicrelerinde temel olarak eksprese edilen ve hasarli hiicrelerden salinan giseraldehit-3- fosfat
dehidrogenaz ve laktat dehidrogenaz gibi enzim aktivitelerinin élglimi hiicre sitotoksisitesinin
degerlendiriimesinde kullaniimaktadir. MTT testi ise, MTT'nin hiicrelere endositoz yoluyla
girmesine ve canh hicrelerdeki mitokondride MTT'nin formazana indirgenmesine
dayanmaktadir. Bu galismada hiicre hasari, hiicre kiltiir ortamina LDH saliniminin élgtlmesi
ile dederlendirildi (65). Calismada kullanilan LDH “Cytotoxicity Detection Kit” (Roche
Diagnostics GmbH)'inde 6nerilen optimum hiicre sayisi ve dnceki galismalarda insan umblikal
ven endotel hicrelerinde (HUVEC) optimize hiicre sayisindan yola cikilarak 96 kuyucuklu
plaklara 200 ul/10000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Bu hiicre sayisi, spontan LDH
salinimi/ maksimum LDH salinimi oraninin en duisiik oldugu degeri ifade etmektedir. Nekrotik
hiicre 6limi igin uyguladigimiz H,O, konsantrasyonu ve zaman noktalarini literatiirdeki
calismalara gore belirledik ve kendi laboratuvarimizdaki hiicrelerimize gbre optimize ettik.
Calismada, oksidatif stres modeli olarak hidrojen peroksitin 100, 250, 500, 750 ve 1000 uM
konsantrasyonlarini kullandik. H,O,'in tim konsantrasyon ve sirelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir sitotoksisite artisi saptadik (p<0.05). Insan koroner arter endotel hiicre
kdltirinde optimum hicre hasarini 750 uM ve 1 saat hidrojen peroksit kosullarinda elde
ettik. Optimum hicre hasarini, “maksimal olmayan” ancak O&lgllebilir dizeylerde (% 40
civarinda) seyreden bir hasar olarak tanimladik. Resveratroliin olasi koruyuculugunu test
ettigimiz deneylerde, hasar olusturmak amaciyla 750 pM ve 1 saat hidrojen peroksit
kosullarini kullandik.

Literatlir incelendiginde degisik hiicre tiplerinde farkl  hidrojen peroksit
konsantrasyonu ve inklibasyon siiresi uygulayan arastirmacilar bulunmaktadir. Wang ve
arkadaglan (15, 16) 750 pM hidrojen peroksit konsantrasyonu ve 18 saat inklbasyon
stiresinde (% 100 hiicre hasari) /n vitro insan umblikal ven endotel hiicrelerinde dogal bir
antioksidan olan icariin ve silibin flavonoidlerinin  etkilerini LDH salinimi ile
degerlendirmislerdir. Cortese ve ark. (62) in vitro rat aort endotel hiicrelerinde 1mM ve 24

saat inkiibasyon siiresinde hidrojen peroksit uygulayarak (% 50 civarinda hiicre canhligr)
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cinko desteginin oksidatif hasar (zerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Shimisu ve ark.
(53) sigir toraks aort endotel hiicrelerinde N°-nitro-L-arginin analoglarinin, H,0,'in indiikledigi
hiicre hasarina etkilerini degerlendirdikleri calismalarinda, % 40-50 arasinda hasar
olusturduklari 500 uM H,0, konsantrasyonu ve 3 saatlik inklibasyon stiresini kullanmiglardir.

Resveratrol iki farkli hicre koruyucu mekanizma ile antioksidan etkisini
gostermektedir: Resveratrol, direkt olarak serbest radikal (hidroksil radikali, stperoksit
anyonu radikali) yakalayici 6zellige sahiptir. Resveratroliin hidroksil fenolik gruplarinin denge
durumu ve elektronlarin delokalizasyonuna bagl olarak kimyasal yapisindan kaynaklanan bir
antioksidan kapasitesi bulunmaktadir (66). Resveratrol diger antioksidan etkisini hiicre
koruyucu ve antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak gostermektedir (6, 66). Lopez ve
ark. (66) dodal antioksidan olarak sarapta bulunan gallic acid, trans-resveratrol, quercetin ve
pentahidroksiflavon- 3-rutinozid fenolik bilesiklerinde total fenol miktarini (spektrofotometrik,
fluorometrik ve kromatografik) ve total antioksidan aktivitelerini degerlendirmislerdir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri ve fenol yapilari arasindaki iliski incelendiginde, fenolik
asitlerin hidroksil ve metil gruplari arttikga aktivitenin iyilestigini bildirmislerdir. Trans-
resveratroliin antioksidan aktivitesi icin kriter: (1) katesol yapisinin ya da B halkasinda 4
hidroksil bulunmasi (2) A halkasinda meta-hidroksi yapisinin bulunmasidir. Polifenoller
serbest radikal yakalayici aktiviteleri icin ideal bir kimyasal yapiya sahiptirler (66, 67, 68).

Calismada amacimiz resveratroliin hiicre ici antioksidanlar Uzerindeki etkilerini
arastirmak oldugundan resveratrol ile inkiibasyon siiresi bitiminde hiicre kiiltlir ortamini
tamamen uzaklastirarak 750 uM,1 saat hidrojen peroksit hasar modelini uyguladik. Boylece
resveratroliin direkt radikal yakalayici etkisini ekarte etmis olduk. Ungvari ve ark. (56)
resveratroliin direkt serbest radikal yakalayici etkisini, resveratrolin 1, 10 ve 100 puM
konsantrasyonlarinin  hidrojen peroksitin neden oldugu floresans artisini engelledigini
gostermislerdir.

Resveratroliin endotel hiicrelerinde biyoyoyararlanimi ve metabolizmasina iliskin bir
arastirma mevcut dedgildir. Calismamizda resveratroliin stok 5 mM konsantrasyonundan 10,
50 ve 100 puM konsantrasyonlari optimem ile hazirlandi. Optimem renksiz ve fetal sigir serum
ylizdesi disik oldugundan, LDH solusyonunu interfere etmeyen bir ortamdir. Diger bir
avantajl ise albumin yizdesi disik oldugundan, resveratroliin albumine baglanarak hiicre
igine girisini azaltilmamasidir. Resveratroliin plazma proteinlerine baglanma hizi ve miktarinin
sadece hiicre kiltlir ortami ile dederlendirildigi bir calismada; 5 UM resveratrolin % 10

serum igeren kdiltiir ortami ile inklbe edildikten sonra, baglanmayan resveratrol etil asetat ile
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ekstrakte edilmis ve HPLC'de analizi yapiimistir. Sonugta baglanmamis resveratroliin 2 saat
icinde % 50 azaldigi ve 24 saatte 0'a dogru yaklastigi goriilmustiir. Boylece tiim inkiibe
edilen resveratroliin 24 saat sonra proteinlere baglandigi gézlemlenmistir (42).

GUnumuzde, /n vitro ve havyan galismalarindan elde edilen kanitlar resveratrolin
insan saghgi yoninden bir gok yararl etkileri olabilecegini gostermektedir. Bu bulgularin
klinikte uygulanabilmesi igin insanda biyoyararlanimi ve farmakokinetik calismalarina daha
sonra da Klinik deneylere gerek duyulmaktadir. Sinir sayida kisilerde yapilan galismada
resveratrol adizdan alindiktan sonra rodentlerde oldugu gibi silfat ve glukuronat
konjugatlarina donilstiiglu gosterilmistir. Silfat ve glukuronat konjugatlarin hedef dokularda
resveratrole donlistiigli ya da bu konjugatlarin bizzat aktif molekiil oldugu ileri stirlilmektedir.
Aktif molekul ister resveratrol ister konjugatlari olsun, resveratrol faz 1 ve faz 2 Kklinik
deneylerde, kolon kanserli hastalarda kullaniimaya baslanmistir (69).

Calismamizda, 6nce resveratroliin normal hticrelere olasi etkilerini incelemek amaciyla
bir dizi deney gergeklestirildi. Calismamizda 10 ve 50 uM resveratrol ile 1, 12 ve 24 saat
inkibasyonlarda kontrole benzer degerler saptadik (p<0.05). Buna karsin 100 uM
resveratrol, 1, 12 ve 24 saat inklibasyonda % 15 LDH salinimina neden olmaktadir. Kontrolla
karsilastirildiginda bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Resveratrol ile (25, 50 ve
75 uM) primer rat hepatositlerinin inkiibasyonunda, 75 uM resveratrol (25 saat inkiibasyon)
% 5 LDH salinimina neden olmaktadir (70). Calismalar arasindaki farklilk resveratroliin
konsantrasyonundan ve hiicre tiplerinden kaynaklanabilmektedir.

Resveratrolle ilgili caismamizin hasar modeli lizerine etkilerinin incelendigi ikinci
boéliminde 1, 12 ve 24 saat preinkiibe edilen 10 ve 50 puM resveratroliin /7 vitro insan
koroner arter endotel hiicrelerinde oksidatif stresin indikledigi hiicre sitotoksisitesini
istatistiksel olarak anlamh azaltuigini  (p<0.05) saptadik. Resveratrolin 100 pM
konsantrasyonunda ise tiim inklibasyon stirelerinde hiicre sitotoksisitesi agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptayamadik (p>0.05). Bulgularimiz 10, 50 ve 100 uM resveratrol ile
24 saat preinkiibe edildikten sonra 750 uM H,0, ile 1 saat inkiibe edilen HCAE hiicrelerinin
morfolojik gorintmleri ile de drtismektedir (Sekil 6). Rubiolo ve ark. (70) resveratrol ile
inklibasyon sonrasinda, tersiyer butil hidroperoksit ile oksidatif stres olusturduklari primer rat
hepatositlerinde resveratroliin 24 saate kadar hiicre 6limiini azalttigi, 48 saat sonra bu
etkilerinin goriilmedigini saptamiglardir. Resveratrol direkt antioksidan etkisini tersiyer butil
hidroperoksit ile reaksiyona girerek gdstermekte, sonrasinda geri kalan tersiyer butil

hidroperoksit hiicrelere zarar vermekte ve 48. saatte gorilen nekrozu indiklemektedir.
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Resveratrol primer rat hepatositlerinde 24. saate kadar Nrf2 gibi transkripsiyon faktérind
aktive etmektedir. 48. saatte bu traskripsiyon faktoriiniin azalmasi sonucu 75 puM resveratrol
sitotoksik etki meydana getirmektedir. Normalde nikleer transkripsiyon faktor eritroid 2p45
(NF-E2)-ilgili faktér 2 (Nrf2), represor proteini Keap-1 (Kelch-like ECH associated protein 1)
ile inaktif kompleks halinde sitoplazmada bulunur. Oksidatif stres ve elektrofilik bilesikler,
Nrf2/Keap 1 (izerinde tiyol gruplarini okside ederek konformasyonel degisime neden
olmaktadir. Boylece Nrf2 /Keap 1'den ayrilir, niikleusa transloke olur ve antioksidan genlerin
transkripsiyonunu arttirmaktadir. Rubiolo ve ark. (70) 75 uM resveratroliin hiicrelere
sitotoksik oldugu fakat oksidatif stresi indiikleyici ajanla birlikte bu konsantrasyonda
kullanildiginda, yalniz oksidatif stres indiikleyen ajanla goriilen nekrozdan daha az nekrozla
sonuclandigini  gostermiglerdir. Calismamizda 100 pM resveratroliin tlim inkiibasyon
surelerinde herhangi bir koruyucu etkisini saptayamadik. Bu farkliliklar hiicrelerden,
resveratrol konsantrasyonundan ve oksidatif stres modelinden kaynaklaniyor olabilmektedir.
Literatlirde resveratroliin degisik konsantrasyonlari ve inkiibasyon siireleri kullanilarak
koruyucu etkileri arastinlmistir. H9c2 kalp kas hicrelerinde resveratroliin (50 uM, 30 dakika
inkiibasyon) hidrojen peroksitin (500 uM; 6, 12, 24 ve 48 saat) indiikledigi hiicre 6lim{ni
azalttigi gosterilmistir (71). Brito ve ark. (48) sigir aort endotel hiicrelerinde resveratroliin 50
UM konsantrasyonunun ve 14 saat inklibasyon siresinin koruyucu olarak gostermislerdir.
Vieira de Almeida ve ark. (51) resveratroliin 50 uM konsantrasyonu ve 30 dakika inkiibasyon
suresinde primer korteks astrosit hicrelerinde koruyucu etkilerini gdstermislerdir.
Calismamizda 24 saatten uzun inklibasyon siresinde resveratroliin koruyucu etkisinin
rapor edilmedigi dikkate alinarak maksimum inkiibasyon siiresini 24 saat olarak belirledik.
Hidrojen peroksit, stperoksit anyonu ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen turleri
biyolojik molekiillere zarar vermekte ve apoptotik ya da nekrotik hicre 6limine neden
olmaktadir (72). Apoptoz; piknoziz, niikleer fragmantasyon, apoptotik cisimciklerin olusmasi
ile karakterizedir. ATP bagimlidir; plazma membran biitiinligli bozulmaz; DNA diizenli sekilde
yikilir. Fagositler tarafindan apoptotik hicrelerin igine alinmasini kolaylastirmak amaciyla
fosfotidil serin gibi molekiiller plazma membraninin {izerinde acida cikar. Immun cevabi
baskilamak icin lizofosfotidil kolin gibi molekdller salinir. Nekrozda ise dizenli olmayan élim
sekli s6z konusudur. Hiicre organelleri siser, plazma membranin bitlnligl kaybolur. Bu
olaylar sonunda hiicrede ATP Uretimi bozulur. Programlanmis ve aktif hicre 6limd olan
apoptozun tersine, nekrozda kontrol edilmemis ya da patolojik bir hicre o6limi sz

konusudur. Nekrotik hiicre 6liminin 1si, soguk, mekanik kuvvet gibi fizyolojik olmayan
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kosullarda meydana gelmesi nekrozun programlanmamis hicre 6limd  gdérisinu
desteklemektedir. Aerob bir gevrede hicreler devaml olarak ROS olustururlar. ROS’un
artmasi oksidatif strese neden olur, hicre i¢i molekiillere ve organellere zarar verir ve
nekrozla sonuglanir. ROS’'un ana kaynagdi mitokondridir ve nekrozu baslatabilir. Mitokondrial
ROS’un artmasi DNA'ya zarar verebilir (DNA ipliklerini ayirir, DNA-protein capraz baglanmasi
ve pirinlerin oksidasyonuna neden olabilir). ROS lipidleri de modifiye eder. Doymamis yag
asitlerindeki cift baglar ROS’'un hedefidir. Lipid oksidasyonu hem plazma membraninin hem
de hiicre ici membranlarin (lizozom, endoplazmik retikulum gibi) bitlinliginin kaybina ve bu
da proteazlarin hiicre icine sizmasina ya da Ca* nun girisine neden olmaktadir. ROS’un diger
bir hedefi siilfidril bagh proteinler ya da siilfiir igeren aminoasit kalintilandir. ROS disiilfid
baglarina atak yapabilir ya da siilfidril baglantilarini yikabilir; bdylece proteinlerin fonksiyonu
degismektedir. ROS'un aracilik ettigi protein modifikasyonlari Ca*? kanallarinda degisiklik
yaparak nekroza neden olabilmektedir. Hem endoplazmik retikulum hem de plazma
membrani Ca*? kanallari ROS'la etkilenmekte, Ca*? akisi sonucunda nekroz tetiklenmektedir
(73).

Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) 6lgiminde elektron spin rezonans, kemiliiminesans
ve fluoresans olgtimleri gibi cesitli yontemler kullaniimaktadir. Fluoresans 6lctimii, duyarhhidi
ve deneysel uygunlugu agisindan bitin ydntemlerin Ustiinde gelmektedir. Fluoresans prob
olarak aminofenil floresin [3"- (p-aminophenyl) florescein (APF)], hidroksifenil floresin [3'- (p-
hydroxyphenyl) florescein (HPF)], diklorofloresin diasetat (dichloro florescin diacetate,
H,DCFDA) ve dihidrorodamin [dihydrorhodamine 123] kullaniimaktadir. APF ve HPF
fluoresans probu rutinde en sik kullanilan diklorofloresin diasetat probundan daha fazla
spesifik ve stabildir. H,DCFDA hiicre igi ROS'un 6lgiminde yaygin olarak kullanilmakla birlikte
nonspesifiktir ve kendiliginden okside olmaktadir. Fluoresans olmayan H,DCFDA’nin ROS
skalasi genistir; peroksil, hidroksil, peroksinitrit anyonu vs. APF ve HPF fluoresans problari
nitrik oksitten hidroksil radikalini ayirt edebilmektedir. APF ve HPF problarinin reaksiyonu
daha sinirhdir ve 1sida maruz kaldiginda otooksidasyona daha direnglidir. Her iki prob;
hidroksil radikali, hipoklorit ya da peroksinitrit radikali ile reaksiyona girinceye kadar
fluoresans oOzellik gostermemekte, oksidasyon sonucu hem HPF hem de APF parlak yesil
fluoresans vermektedir (Eksitasyon/Emisyon, 490/515) (57, 74).
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Laboratuvarimizda insan umblikal ven endotel hiicrelerinde yaptigimiz deneylerde
HPF probunun APF probuna gore daha stabil oldugunu tespit ettik. Bu nedenle HCAE hiicre
kaltird cahsmalarinda hidroksifenilfloresin fluoresans probu ile reaktif oksijen tirleri
olusumunu degerlendirdik.

ROS dlgimune hazirlik olarak, insan koroner arter endotel hiicreleri H,0, ile 20
dakika inklibe edildi ve sonrasinda da PBS tampon ile yikkama yapildi. Yikama yapmamizda
amacimiz: H,0,'i hicre kultlr ortamindan uzaklastirarak HPF probun sadece hiicre igi olugan
reaktif oksijen tirleri olusumunu 0&lgmesini sadlamak idi. Bir calismada insan dermal
mikrovaskiler endotel hiicrelerinde H,0,’in degisik stire (15, 30 dak, 1, 4 ve 24 saat) ve
konsantrasyonlarinda (100, 200, 400 ve 800 uM) hticre igi ROS olusumu diklorofenil diasetat
probla degerlendirilmistir. Insan dermal mikrovaskiiler endotel hiicrelerini H,0, ile 20 dakika
inkiibe ettiklerinde zamana ve H,0, konsantrasyonuna bagl olarak ROS olusumunda bir artis
gbzlemlemigler; uzun inkiibasyon siiresinde ise zamana ve konsantrasyona bagh ROS
olusumunda bir artis saptamamiglardir (74). Bu nedenle galismamizda insan koroner arter
endotel hicreleri H,O, ile 20 dakika inkibe edildi.

100, 250, 500, 750 ve 1000 puM H,0, konsantrasyonlari ile muamele edilen insan
koroner arter endotel hicrelerinde 15. dakika, 60. dakika ve 6. saat zaman noktalarinda
ortalama fluoresans siddeti degerleri istatistiksel olarak anlamli artis gostermektedir. Farkl
surelerde kontrol grubu ile H,O, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). 10, 50 ve 100 uM resveratrol ile 24 saat preinkiibasyona birakilan HCAE hiicreleri
750 pM H,0, ile muamele edildiginde 15., 60. dakika ve 6 saat zaman noktalarinda
resveratroliin tiim konsantrasyonlarinin ROS olusumunu anlamh olarak azalttigi saptandi
(p<0.05). Bu durum bize resveratroliin ROS’u yakalama kapasitesinin hiicre sitotoksisitesini
azaltmasi ile ilgili olabilecegini diistindiirmektedir. Degisik hiicre tiplerinde ve degisik hasar
modelinde resveratroliin ROS olusumunu azaltici etkileri gosterilmektedir. Rubiolo ve ark.
(70) tersiyer-buitil hidroperoksit ile primer rat hepatositlerde olusturduklari oksidatif stres
modelinde 50 upM resveratroliin, fluoresans siddetinde azalmaya neden oldugunu
gostermiglerdir. Rat aort diz kas hicrelerinde 100 uM resveratrol ile 72 saat preinkibe
edildikten sonra ksantin oksidaz ile olusturulan oksidatif streste, resveratrollin hiicre ici ROS
olusumunu azalttigi gostermistir (7). Vieira de Almeida ve ark. (51) 50 uM resveratroliin,
primer korteks astrosit hicrelerini hidrojen peroksitin (100 uM H,0,; 30 dak) indikledigi
oksidatif stresten hiicre ici ROS olusumunu azaltarak korudugunu géstermislerdir. Insan

akciger epitelyum hiicrelerinde yapilan bir galismada, 10 uM resveratrol (24 saat inkiibasyon)
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sigara ektraktina karsi ROS olusumunu azaltmaktadir (75). Bu calismalarda resveratroliin
ROS olusumu azaltmasi yoniindeki sonuglar bizim calismamizda elde ettigimiz bulgularla
ortlismektedir. Bu sonuclar resveratroliin ROS olusumunu azalticl etkisinin serbest radikal
yakalama yetenedi ile olabilecegini gdstermektedir. Resveratrol gibi polifenolik bilesiklerin 4
ve 5 pozisyonlarindaki hidroksil gruplari serbest radikal yakalayici potansiyele sahiptir. Bu
nedenle, calismamizda da hidrojen peroksitin indlkledigi oksidatif streste olusan serbest
radikaller ile resveratrollin direkt etkilesime girmesi muhtemeldir. Calismamizda resveratrollin
ROS olusumunu azaltici yoniinde elde ettigimiz bulgu, resveratrollin siiper oksit ve hidroksil
gibi serbest radikalleri yakalama ve antioksidan 6&zelliginin olmasina iligkin 6zelligi ile
uyusmaktadir. Resveratroliin hiicre sitotoksisitesini azaltmasi serbest radikal yakalayici
ozelliginin yani sira antioksidan kapasitesi ile de ilgili olabilir.

Bu dislinceden yola cikarak antioksidan kapasiteyi glutatyon ile ve glutatyon
dénglisiinde yer alan enzimlerle degerlendirdik. Calismamizda antioksidan glutatyonun analizi
HPLC'yi takiben fluoresan detektor kullanilarak yapilmistir. Biyolojik érneklerde glutatyonun
analizinde cesitli teknikler kullaniimaktadir. Ilk zamanlarda kullanilan enzimatik, fluorometrik
ve kolorimetrik tekniklerin tekrarlanabilirligi diisik ve deteksiyon sinirlari yetersizdi. Bu
metodta 5,5-ditiyobenzoik asit (DNTB, Ellman’s reagent) ya da 2,4- dinitrofluorobenzen ile
derivatize edildikten sonra UV absorbans ile degerlendirme ya da monobromobimane ortho-
phthalaldehyde (OPA) 1-dimethylaminonaphthalene-5-sulphonyl chloride (dansyl chloride),
ammonium  7-fluorobenzo-2-oxa-1,3- diazole-4-sulfonate (SBD-F) ya da N-(1-
pyrenyl)maleimide (NPM) ile derivatize edilerek fluoresans &lgim kullaniimaktadir.
Gunimuzde HPLC'de OPA ile GSH'In tirevlendirilmesi temel alinmistir. OPA fazla miktarda
fluoresans drlnler olusturmak Gzere GSH'In amino ve sulfidril gruplar ile reaksiyona
girmektedir. Bu metodta total glutatyon ve indirgenmis glutatyon o6lciimi yapilmakta,
tirevlendirme basamagindan Once ditiyotreitol (DTT) ile yiikseltgenmis glutatyonun dislilfid
gruplar indirgenerek uygulanmaktadir. Bu yéntem hizli, uygulanabilirligi kolay ve spesifitesi
yuksektir (25).

Projemizde y-glutamat sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzimlerinin protein ekspresyonlari Western blot yontemi ile degerlendirilmistir. Ribozimler
disinda bilinen bitin enzimler kimyasal olarak proteindir. Proteinin tanimlanmasinda
elektroforetik, kromotografik ve spektrofotometrik yontemler kullaniimaktadir. Elektroforetik
yontem olan Western blot analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile proteinlerin ayriimasi,
proteinlerin membrana transferi, ilgili proteinlerin gérindr hale getirilmesi olarak ti¢ asamada

gerceklestiriimektedir. Sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
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proteinleri molekil adirliklarina gére ayrimlanmasini saglayan bir yontemdir. Proteinler kiiglik
molekdl agirlikh bir tiyol (2-merkaptoetanol ya da DTT) ve SDS'in varlidinda isitilarak
denatiire edilir. Proteinlerin ¢ogu SDS'e sabit adirlik oraninda baglanir ve bu nedenle
denatiire proteinler esit yik yogunluguna sahip olurlar. Bdylece SDS-protein kompleksleri
poliakriamid jelinde yiklerine gore dedil biyukliiklerine gore hareket ederler. Western blot
yonteminde enzim dederlendiriimesinin dezavantaji, denatiirasyon asamasinda enzimler
denatlire oldugundan enzim aktivitesinin gosterilmemesidir. Zahmetli ve zaman alici bir
yontemdir. Bu ydntemin avantaji protein ekspresyonunun saptanmasidir (60). Literatdr
incelendiginde y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzimlerinin Western blot yontemi ile degerlendirildigi calismalar ¢ok az sayidadir (76, 77).
insan koroner arter endotel hiicrelerinde bu enzimlerin Western blot ydntemi ile
degerlendirildigi bir calisma ise bulunmamaktadir. Bu nedenle galismamizda literatiire yenilik
katacagi distincesiyle y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzimleri Western blot yontemi ile dederlendirildi.

Galismamizda; 24 saat 50 pM resveratrol ile inklibe edildikten sonra 750 uM, 1 saat
H,O, uygulanan HCAE hicrelerinde y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktaz enzimleri dederlendirildi. Kontrol grubuna goére H,0, grubunda
indirgenmis glutatyon diizeyi anlamli olarak azalmakta (p<0.05), resveratrol H,O, grubu ile
karsilastirildiginda indirgenmis glutatyon diizeyini anlamli olarak arttirmaktadir(p<0.05).
Sadece resveratrol uygulamasinin kontrol grubuna goére indirgenmis glutatyon dzeyini
anlamli olarak arttirdigi saptandi (p<0.05). H,O, grubunda kontrol grubuna gore
yukseltgenmis glutatyon dizeyi anlamli olarak artmaktadir (p<0.05); resveratrol H,O, grubu
ile karsilastirldiginda ylikseltgenmis glutatyon dizeyini anlamli olarak azaltmamaktadir
(p>0.05). Sadece resveratrol uygulamasi da kontrol grubuna gore yikseltgenmis glutatyon
dizeyini anlamli olarak azaltmamaktadir (p>0.05). y-Glutamil sistein sentetaz, glutatyon
peroksidaz-1 ve glutatyon rediktaz enzimlerinin protein ekspresyonlarinin H,O, uygulamasi
ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldigi saptandi (p<0.05). Resveratrol, y-
glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein
ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlaml arttirdi (p<0.05). Sadece resveratrol ile muamele

edilen grupta da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh artis saptandi (p<0.05).
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Glutatyon hicresel antioksidan savunmada gorev alan baslica protein olmayan tiyol
(slilfidril) bilesigidir. Glutatyon serbest radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicreleri
koruyarak hiicrenin redoks durumunun siirdiriilmesini saglar (8). Normal sartlarda hiicrede
indirgenmis glutatyon dizeyi iki mekanizma ile dizenlenmektedir: sentez orani ve hicre
disina eksportu ile. GSH diizeyi hiicrenin tiyol denge durumunun degismesinden ya da gesitli
ajanlardan da etkilenmektedir (28). GSH tim hicre tiplerinde milimolar konsantrasyonlarda
bulunur (gekirdek, endoplazmik retikulum mitokondri arasinda dagiimistir). Glutatyon ya
proton vericisi ya da nukleofilik konjugatlarin kofaktori olarak antioksidan yollara katkida
bulunan gigli bir indirgeyici ajandir. Elektronca zengin olan GSH, bir antioksidan olarak,
elektron donéri ve serbest radikal indirgeyici formu, okside glutatyona (GSSG)
donlismektedir. GSH reaktif oksijen ve nitrojen (Urinlerini kapsayan reaktif Grtnleri
yakalayicisidir. Bu yolda GSH elektron vererek direkt stiperoksit anyonu, hidroksil radikali,
peroksinitrit ve singlet oksijeni etkisizlestirmektedir. Glutatyon, enzimlerin kofaktérii olarak
hidroperoksit, peroksinitrit ve lipid peroksitleri glutatyon peroksidazlar, peroksiredoksinlerin
yer aldigi katalitik reaksiyonlarla da detoksifiye etmektedir (24).

Calismamizin, oksidatif stres ile antioksidan dengesinin énemli bir komponentleri olan
indirgenmis glutatyon ile yiikseltgenmis glutatyon bulgulari karsilastiriidiinda, H,0, ile
muamelede, indirgenmis glutatyon dizeyindeki azalmaya karsiik gelecek bir artig
yukseltgenmis glutatyonda gd6zlenmemektedir (p>0.05). Bu durum oksidatif stres ile
indirgenmis glutatyonun, yukseltgenmis glutatyondan ¢ok, glutatyon konjugatlarina
dénismuis olma ihtimali ile agiklanabilir. Calismamizda hidrojen peroksitle olusturdugumuz
hasar modelinde hicre igi glutatyon diizeyinde azalma saptadik. Bu durum GSH'In hiicre
disina gikmasindan, glutatyon-S-konjugatlari olusturmasindan ya da GSH'In GSSG'ye okside
olmasindan kaynaklanabilmektedir. GSSG daha sonra NADPH bagimh glutatyon rediktaz ile
GSH’a indirgenmektedir. Sadece resveratrol uyguladigimiz grupta ve resveratrol’le preinkiibe
ettikten sonra hidrojen peroksit hasar uyguladigimiz grupta hiicre ici GSH diizeyinde anlamli
artis gozlemledik. Resveratrol, hiicre ici GSH havuzunda artisi uyarmaktadir Bu durum,
resveratroliin direkt hiicre ici etkisine baghdir. Clinkii hiicreler hidrojen peroksitle muamele
edilmeden o©nce resveratrol ortamdan uzaklastinlmaktadir. Calismamizda resveratrol ile
preinkiibasyonda y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon rediiktaz protein ekspresyonlarinda
artis saptadik. Bu durum resveratroliin aracilik ettigi GSH diizeyindeki artisi y-GCS ve

glutatyon rediiktaz indlksiyonu ile yaptigini diisiindiirmektedir.

92



Literatiirde resveratrollin /in vitro degisik hiicre tiplerinde koruyucu etkisi glutatyon
dizeyi ve glutatyon dongusiinde yer alan enzimlerin mRNA ekspresyonu ve/veya enzim
aktiviteleri ile gosterilmektedir. Sican aort diz kas hicrelerinde 25, 50 ve 100 uM
resveratroliin 24, 48 ve 72 saat preinkiibasyonunda GSH dizeyini indiikledigi; glutatyon
rediktaz, glutatyon peroksidaz, stperoksit dismutaz, katalaz ve NAD(P)H:kinon
oksidorediiktaz-1 aktivitelerini arttirdigi gosterilmis ve sonugta resveratrollin kardiyoprotektif
etkilerine katkisi olabilecedi dusindlmistir (7). Sican kardiyomyosit hicrelerinde
resveratroliin antioksidan enzimleri (glutatyon rediktaz, glutatyon peroksidaz, stperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon-S-transferaz ve NAD(P)H:kinon oksidorediiktaz) indiikledigi ve
oksidatif strese direnci arttirdigi bulunmustur (6). Ungvari Z ve ark. (56) sican aort
segmentinde yaptiklari galismada resveratroliin konsantrasyona bagli olarak GPx-1 ve katalaz
ekspresyonunu arttirdiini ve kaspaz aktivitesini azalttigini gostermislerdir. Bu bulgular ile
resveratroliin antienflamatuvar etkileri ile birlikte, antiapoptotik ve antioksidan etkilerinin
kardiyoprotektif etkilerinden sorumlu olabilecegini ileri siirmektedirler. Rubiolo ve ark. (78)
resveratroliin preinkiibasyonunda (25, 50 ve 75 uM; 6, 24 ve 48 saat) siperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-transferaz, NADPH:kinon
oksidorediiktaz 1 aktivitelerini arttirarak primer sican hepatositleri oksidatif stresten
korudugunu saptamislardir. Kontrol hiicreleri ile karsilastirdiklarinda resveratrol (50 uM; 6, 24
ve 48 saat) ile muamele ettikleri hiicrelerde Nrf2 transkripsiyon faktoériinde bir artis
gozlemlemiglerdir. Nrf2 protein ekspresyonu ve mRNA’sindaki artigin, resveratrol ile
preinkiibasyondan sonra antioksidan ve faz II enzimlerinde g6zlenen daha yiiksek enzim
aktiviteleri ile uyustugunu saptamiglardir. PC12 hiicrelerinde resveratroliin (15 uM, 6 saat)
hidrojen peroksitin indiikledigi toksisiteyi azalttigi gosterilmistir. Resveratrol (15 uM, 6 saat)
antioksidan etkisini hem oksijenaz-1 ve y-glutamat sistein sentetaz agir zincir mRNA
ekspresyonundaki artis ile gostermektedir. Resveratrol ile y-glutamat sistein sentetaz agir
zincir mRNA ekspresyonu zamana bagl olarak (3, 6, 12 ve 24 saat) artmaktadir (79). Brito
ve ark. (8) sigir aort endotel hiicrelerinde 50 puM resveratroliin (14 saat inkiibasyon) kalp
koruyucu etkilerini klasik antioksidan etkisinin 6tesinde, hiicrenin redoks durumu (zerine
dizenleyici gorev alarak (hlicre ici GSH seviyelerini attirarak peroksinitriti indirgeme
seklindeki mekanizma ile) gerceklestirdigini ortaya koymuslardir. Primer korteks astrosit
hiicrelerinde resveratrol (50 uM, 30 dakika) hidrojen peroksit (100 uM H,0,; 30 dakika) ile
olusan total glutatyon disisini geri dondirmektedir (51). Kode ve ark. (75) insan akciger

epitelyum hiicrelerinin sigara tiitiin ekstrakti ile muamele edildiginde GSH diizeyinin ve y-GGS
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aktivitesinin azaldigini, 10 pM resveratrolin gorilen bu etkileri ters gevirdigini
gostermislerdir. Sigara tiitiin ekstrakti ile akciger epitelyum hicrelerinin muamelesinde y-GGS
agir altbirimi mRNA ekspresyonunun azaldigi, resveratroliin (10 puM, 24 saat) bu etkileri
anlamli olarak ters cevirdigi ve sadece resveratrol uygulamasinin da y-GGS agir altbirimi
mRNA ekspresyonunun indikledigini gostermislerdir. Resveratrol y-GGS agir altbiriminin
mRNA ekspresyonunu indlkleyerek sigara tiitiin ekstraktinin azalttigii glutatyon diizeyini
restore etmektedir. Bu bulgular bizim calismamizda elde ettigimiz verilerle 6rtiismektedir.

Calismamizda, hidrojen peroksit uyguladigimiz grupta kontrol grubuna gore y-glutamil
sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein
ekspresyonlarinda anlamh bir azalma saptadik (p<0.05). Oysa ki hidrojen peroksitle oksidatif
stres olusturdugumuz grupta, bir oksidan olarak hidrojen peroksitin y-glutamil sistein
sentetaz, glutatyon peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonunu
arttirmasini beklemekteydik. Oksidatif stres ve elektrofilik bilesikler, Nrf2/Keap 1 Uzerinde
tiyol gruplarini okside ederek konformasyonel degisime neden olmaktadir. Bdylece Nrf2
/Keap 1’den ayrilir, niikleusa transloke olur ve antioksidan genlerin transkripsiyonunu arttirir.
Galismamizda hidrojen peroksit oksidatif stres modeli y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon
peroksidaz-1 ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonunu indikleyemedi. Bu
durum, Kode ve ark.min (75) calismalarinda sigara titlin ektraktinin y-GGS mRNA
ekspresyonunu indlkleyemedigi durumda yapilan acgiklamaya benzer bir agiklama ile
anlagilabilir:

Arastiricilara gore; sigara titin ekstrakti nikleer transkripsiyon faktor eritroid 2p45
(NF-E2)-ilgili faktdr 2 (Nrf2) ve represor proteini Keap-1 (Kelch-like ECH associated protein
1)in postranslasyonel modifikasyonlarina neden olarak Nrf2’'nin niikleusa translokasyonunu
onlemekte ve dolayisiyla Nrf2'nin proteozomlar tarafindan hizla yikilmasina neden olmaktadir.
Bu calismada da kuvvetli oksidatif 06zelligi barindiran hidrojen peroksit, Nrf2'nin
postranslasyonel modifikasyonlar ile (6zellikle stlfidril gruplarinin modifikasyonlarinin sonucu
Nrf2-Keapl kompleksinin ayrilmasini inhibe ederek) nikleusa translokasyonunu énlemis ve
proteozomlar tarafindan hizla yikiimasina neden olmug olabilir. Hidrojen peroksit hasarinda
antioksidan enzimlerin protein ekspresyonlarinin artmamis olmasi bu sekilde agiklanabilir. Bu

olasi iliski, daha ileri calismalarla aydinlatilabilir.
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Literatlrde farkll ajanlar uygulanarak endotel hiicrelerini koruyucu etkileri glutatyon
diizeyi ve glutatyon donguisiinde yer alan enzimlerin aktiviteleri ile degerlendirildigi calismalar
mevcuttur. Hou ve ark. (80) Ligusticum chuanxiong ve Angelica sinensis’in (Cin tibbinda
ateroskleroz da kullanilan ilag) insan ven endotel hicrelerinde SOD, katalaz ve GPx
enzimlerinin aktivitelerini arttirdigini ve ROS olusumunu azalttigini géstermislerdir. insan ven
endotel hiicreleri 12 saat; 300 pM H,0, ile muamele edildiginde hiicre canliiginda azalma,
LDH aktivitesinde ve fluoresans siddetinde artis oldugu saptanmis, sitozan
oligosakkaritlerinin, GPx, SOD enzim aktivitelerini, nitrik oksit (NO) ve nitrik oksit sentaz
(NOS) diizeyini arttirarak, malondialdehid (MDA) diizeyini azaltarak H,0,’in indikledigi
oksidatif stresten insan ven endotel hiicrelerini korudugu gosterilmistir. Bu etkiler hiicre igi
ROS olusumunun azalmasi ile birliktedir (63). Wang ve ark. (16) HUVE hiicrelerini (ECV-304),
hidrojen peroksit (750 puM, 18 saat) ile inkiibe ettiklerinde GPx aktivitesinin azaldigini, silibin
antioksidaninin nitrik oksit miktarini ve GPx aktivitesini attirarak, LDH ve MDA dizeylerini
azaltarak ECV-304 hicrelerini hidrojen peroksitin indiikledigi oksidatif hasara kars
korudugunu gostermislerdir. Glutatyon, reaktif oksijen metabolitlerinin ve reaktif elektrofilik
bilesiklerin detoksifikasyonunda énemli rol oynamaktadir. 750 pM hidrojen peroksit GPx
aktivitesini azalmakta; silibin GPx aktivitesindeki azalmayi inhibe etmektedir Bu durum
endotel hiicrelerinde H,0, detoksifikasyonunda GSH dongisinin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Baska bir ajan Spirodela polyrrhiza (L.) Schleid (STF) flavonoidinin, ECV-304
hiicrelerinde SOD, katalaz ve GPx aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Burada STF'nin
koruyucu mekanizmasinin hidrojen peroksiti yakalama yetenegindeki artis ile olabilecedi ileri
surtlmektedir. STF bu hicrelerde malondialdehit miktarini azaltarak ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerini arttirarak hidrojen peroksit (1 mM, 1 saat) hasarina karsi koruyucu
etki gostermektedir (52). Kweon ve ark. (81) insan umblikal ven endotel hiicrelerini yalnizca
3-O-caffeoyl-1-methylquinic asid (MCGA3) antioksidani ile inklibe ettiklerinde glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz ve vy-glutamil sistein sentetaz enzimlerinin mRNA
ekspresyonlarinin Nrf2 nikleer translokasyonuna bagli mekanizma ile arttigini ve boylece
tersiyer biitil hidroperoksit oksidatif hasarina karsi korunma sagladigini géstermislerdir. Liu
ve ark. (63) HUVE hiicrelerinde hidrojen peroksit hasarina karsi siitozan oligosakkaridinin
etkisini antioksidan enzimler superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve nitrik oksit
sentaz'in aktiviteleri ile degerlendirdiklerinde; bu enzimlerin aktivitelerinin hidrojen peroksit
uyguladiklarinda azaldigini; sitozan ile bu etkilerin ters cevrildigini gdzlemlemislerdir.
Hicreler, serbest radikal hasarini 6nlemek icin gesitli antioksidanlar ile donanimlidir. ROS

olusumunun neden oldugu hiicre hasarini 6nlemede glutatyon peroksidaz ve siiperoksit
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dismutaz, enzimatik olmayan antioksidanlar ve enzimatik antioksidanlar o6nemli rol
oynamaktadir. GPx, SOD ve endojen antioksidanlar birlikte hiicre ici ROS'u elimine edilebilir
ve bu da okside olan membran komponentleri igcin onarim mekanizmalarini saglamaktadir. Liu
ve ark. (63) HUVE hiicrelerine hidrojen peroksitle (300 pM, 12 saat) oksidatif stres
uyguladiklar calismalarinda, SOD ve GPx enzimlerinin aktivitelerinde antioksidan savunma
sisteminin bozulmasina isaret eden anlamli bir azalmayr ve sitozan oligosakkariti ile
inkiibasyonda ise bu etkilerin ters gevrildigini gézlemlemislerdir. Sitozanin koruyucu etkisinin
mekanizmasi hticre ici ROS olusumunu inhibe etmesi ve endojen antioksidanlarin aktivitelerini
restore etmesi seklindedir. Cortese ve ark. (62) c¢inko desteginin rat aort endotel
hiicrelerinde GSH diizeyini, y-glutamat sistein sentetaz agir zincir tanskripsiyonunu ve protein
diizeyini arttirdigini ve hidrojen peroksitin indiikledigi (1 mM H,0,, 24 saat) oksidatif hasara
karsl korudugunu goéstermislerdir. Yine Cortese ve ark. (64) nitrik oksitin rat aort endotel
hiicrelerinde hidrojen peroksite (1 mM H,0,, 24 saat) karsi GSH dilizeyini ve y-glutamat
sistein sentetaz agir zincir mRNA ve protein diizeyini arttirarak korudugunu goéstermislerdir.
Baska bir calismada EA.hy926 hicrelerinin genistein flavonoidi ile preinkiibasyonunda
glutatyon peroksidaz mRNA'si ve aktivitesinde bir artis saptamiglar; bu artigin  Nrfl
transkripsiyon faktoriiniin sitoplazmik ve nikleer artisi ile birlikte oldugunu gdstermislerdir
(54).

CGalismamizda, 10 ve 50 pM resveratrol konsantrasyonlari arasinda 1, 12 ve 24 saat
inklibasyon slrelerinde sitotoksisite acgisindan istatistiksel olarak anlamh fark saptandi
(p<0.05). Resveratrolin 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin 24 saat preinkiibasyonu
sonucu elde edilen mikroskobik gérintilerle de en iyi korumanin resveratrolin 50 uM
konsantrasyonda oldugunu saptadik. Mikroskobik bulgular sitotoksisite bulgularimizi bliylk
Olciide destekledi. Bu nedenle calismamizda, y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz enzimlerinin protein ekspresyonlari ve glutatyon diizeyini
degerlendirirken HCAE hiicreleri 50 uM resveratrol ile 24 saat preinkiibe edildi.

Reaktif oksijen tirlerinin olusumu ve yikilmi arasinda dengesizlik olarak tanimlanan
oksidatif streste, reaktif oksijen turlerinin enzimatik inaktivasyonu glutatyon peroksidaz,
superoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimlerle olmaktadir. Memeli hiicrelerinde glutatyon ve
glutatyon peroksidaz antioksidan savunma sisteminde yer almaktadir (82). Glutatyon
peroksidazlar selenosistin iceren proteinlerdir. H,O,'i, organik hidroperoksitleri indirgeyerek
oksidatif strese karsi korurlar (76). Insan endotel hiicreleri cok fazla miktarda sitoplazmik

glutatyon peroksidaz (GPx-1) ve fosfolipid hidroperoksit (GPx-4) eksprese etmektedir.
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Sitoplazmada GPx-1 hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksitleri indirgerken, GPx-4 lipid
hidroperoksitleri ve kolesterol ester hidroperoksitleri hiicre membraninda indirgemektedir
(83). GPx-1, endoteli de kapsayan bir cok hiicrede anahtar antioksidan enzim olarak hiicre
icinde bulunmaktadir (82). GPx-1; ROS'dan hiicreleri korumada dnemli rol oynamaktadir.
GPx-1 eksikligi hiicrelerde oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir. GPx-1'in H,0,'nin
detoksifiye edilmesi ile ilgili katalaz gibi enzimden, daha yuksek Michaelis-Menten sabitine
sahiptir. Endotel hiicrelerinde aktive polimorf nikleer I6kositlerden olugan H,0O,'in % 70'i
GPx-1 ile detoksifiye edilmektedir (84). GPx-1'in endotel hiicresindeki bdyle dnemli yerinin
olmasindan dolayl calismamizda glutatyon peroksidaz ailesinden, GPx-1'i segmeyi uygun
gorduk.

Literatlir incelendiginde resveratroliin kardiyoprotektif etkileri /n vivo cesitli
calismalarla gdsterilmektedir (85, 86, 87, 88, 46). Sicanlarda resveratrol hem oksijenaz-1
induiksiyonu ve p38 MAP kinaz ve Akt aktivasyonu ile iskemi sonrasinda ventrikiler iyilestirme
saglayarak kardiyoprotektif etkisini gostermektedir (89). Yine siganlarda resveratrollin nitrik
oksit diizeyini arttrdigi ve malondialdehit dlzeyini azalttigi, bdylece iskemik-reperfiize
sicanlarda kardiyoprotektif etki gosterdigi saptanmistir (46). Sicanlarda yapilan bir baska
calismada resveratrol kardioprotektif etkisini indiklenebilir nitrik oksit sentaz, endoteliyal
nitrik oksit sentaz, siklooksijenaz-1 ve 2, hem oksijenaz-1 proteinlerin ekspresyonunu
indikleyerek gostermektedir (90).

Literatlirde resveratroliin antioksidan etkilerinin glutatyon peroksidaz, glutatyon
redliktaz ve y-glutamil sistein sentetaz enzimlerinin protein ekspresyonlari ile degerlendirildigi
ve /n vitro insan koroner arter endotel hicrelerinde resveratroliin glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve y-glutamil sistein sentetaz enzimlerinin protein ekspresyonlarina
etkisini arastiran bir galisma bulunmamaktadir. Bu calismanin bulgularinin literatiire katkisinin

olacagini diistinmekteyiz.
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ALTINCI BOLUM

6. SONUC ve ONERILER

Bu galismanin hipotezi “antienflamatuvar, antioksidan ve sitoprotektif etkileri gosteren
resveratroliin, hidrojen peroksitle olusturulan /n vitro endotel hiicre hasarini 6nleyebilir ya da
dizeltebilir” seklinde kurgulandi. Bu hipotezi sinamak amaciyla calismada resveratrolin /n
vitro hidrojen peroksit hasarina karsi insan koroner arter endotel hicresini olasi koruyucu
etkisini hticre sitotoksisitesi, oksidatif hasar gdstergesi olan reaktif oksijen tirleri olusumu,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve y-glutamil sistein sentetaz enzimlerinin protein
ekspresyonlari ve glutatyon diizeyi ile dederlendirildi. Calismada, resveratroliin hiicre
sitotoksisitesini ve reaktif oksijen tirleri olusumunu azalttigini, glutatyon dizeyini ve
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz, y-glutamil sistein sentetaz protein ekspresyonlari
arttirarak hidrojen peroksitle olusturulan oksidatif strese karsi /n vitro insan koroner arter
endotel hicrelerini korudugunu saptadik. Bu bulgular basta kurgulanan hipotezi
desteklemektedir.

Sonug olarak calismamizda resveratrol ile preinkiibe edilen /n vitro insan koroner arter
endotel hiicrelerinde hiicre sitotoksisitesi ve reaktif oksijen tirleri olusumunun anlamli olarak
azaldigini gézlemledik. Resveratrol ile preinkiibasyona birakildiktan sonra oksidatif hasar
olusturdugumuz /n vitro insan koroner arter endotel hiicrelerinde glutatyon diizeyi ve
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve y-glutamil sistein sentetaz enzimlerinin protein
ekspresyonlarinda oksidatif hasar olusturdugumuz gruba gére anlamh bir artis saptadik. Bu
bulgularimiz resveratrol ile muamele edildiginde oksidatif strese direncin artmasindan
sorumlu olabilmektedir.

Literatlir incelendiginde /in vitro insan koroner arter endotel hiicrelerinde resveratroliin
koruyucu etkilerinin mekanizma/mekanizmalarinin arastirildigi bir galismanin bulunmamasi,

bu calismanin literatiire olan katkisini géstermektedir.
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Calismamizdaki bulgular 1sidinda ileriye yonelik yapilmasi uygun olacak calismalari
soyle siniflandirabiliriz:

= Resveratollin /7 vitro insan koroner arter endotel hicrelerinde hidrojen peroksit
hasarina karsl koruyucu etkisinin Western blot yontemi ile degerlendirlen antioksidan
enzimlerin (y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz)
enzim aktiviteleri spektrofotometrik yontemle degerlendirilmesinin enzimlerin aktivitesi
konusunda fikir vermesi agisindan uygun olacagi diislincesindeyiz.
= Resveratrollin /n vitro insan koroner arter endotel hicrelerinde hidrojen peroksit
hasarina karsi y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
ekspresyonlarini ve glutatyon diizeyini arttirarak gosterdigi koruyucu etkisinde Nrf2
transkripsiyon aracii  etki mekanizmasinin  incelenmesinin  anlamli  olacagi
disiinmekteyiz.
* Bu amagla; Nrf2 transkrisiyon faktériinin hicrenin nikleer ve sitoplazmik
ekstraksiyonlarinda Western blot ile protein ekspresyonun gdsterilmesinin, immuno
fluoresans ile niikleusa translokasyonun incelenmesinin uygun olacagini diisiinmekteyiz.
= Resveratroliin /n vitro insan koroner arter endotel hicrelerinde Nrf2’'nin nukleer
translokasyonunun y-glutamil sistein sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz ekspresyonlarini arttirici etkisine aracilik edip etmediginin Nrf2 siRNA
kullanilarak arastirilabilecegi diistincesindeyiz.
= Kardiyovaskiiler sistem (zerinde resveratrolin /n vivo etkileri konusunda 0zellikle
calisigimiz antioksidan enzimleri agisindan eksiklik bulunmaktadir. Gergeklestirdigimiz /in
vitro calismalar yaninda /n vivo calismalarin da yapilmasinin uygun oldugunu

disiinmekteyiz.
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OZET

Silper oksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tirlerinin endojen Uretiminde
artis ile karakterize olan oksidatif stres, endotel tabakasinin islev bozuklugunun temel
nedenidir. Oksidatif stres kardiyovaskiler hastaliklar, kanser, nérolojik hastaliklar, diyabet,
yaslanma ve diger pek ¢ok hastaligin patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif
stres ile ilgili savunma mekanizmalari; bu mekanizmalarin engellenmesi, onarimi, fiziksel
savunma ve antioksidan savunmayi kapsamaktadir. Hipoksi-reoksijenasyon (ya da iskemi-
reperflizyon) hasari kalpte hem koroner damarlari (damar diz kasi ve endotelini), hem de
kalp kasi hicrelerini (kardiyak myositleri) etkilemektedir. Koroner damarlardaki hasar, damar
tonusunu degistirebilir ve reperflizyon sirasinda koroner kan akisini etkileyebilir. Kas
hiicrelerindeki iskemi-reperflizyon hasarina ek olarak, koroner akisin azalmasi myokardial
disfonksiyonu arttirmakta, bu da 6lim ya da hastalikla sonuglanmaktadir. Enzimatik
antioksidan savunma siperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazi kapsamaktadir.
Enzimatik olmayan antioksidanlar askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon, karotenoidler,
flavonoidler, stilbenler ve digerleridir. Normal kosullar altinda bu antioksidanlarin hiicre igi
diizeyi ve etkinlikleri arasinda denge bulunmaktadir. Bu denge, organizmanin canliligi ve
sagligi agisindan gereklidir. Resveratrol, stilbenlerin alt grubu olup, {izim ve kirmizi sarapta
bulunan polifenolik bir bilesiktir. Anti-inflamatuvar, antioksidan, anti-apoptotik, sitoprotektif,
anti-kanser ve kardioprotektif etkileri bulunmaktadir. Fransa’da kirmizi sarap tliketimi ile
kardiovaskiiler hastalik sikigi arasinda ters oranti saptanmistir (Fransiz paradoksu). Kardiyak
hasarin akut ve kronik modellerinde, resveratrol miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasarinin
siddetini azaltmaktadir. Kardiyovaskiler hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynayan oksidatif
hasara karsi koruyucu oldugu, yapilan ¢ok sayida galisma ile gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Oksidatif stres, endotel, resveratrol
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SUMMARY

Oxidative stres, characterized by an increased endogenous production of reactive
oxygen species such as superoxide anion and hydrogen peroxide, is the basic cause of
endothelial dysfunction. Oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of
cardiovascular disease, cancer, neurological disorders, diabetes, ageing and other diseases.
There is increasing evidence that reactive oxygen species play a role in reoxygenation injury.
Defense mechanisms against free radical-induced oxidative stres involve inhibition of these
mechanisms, repair mechanisms, physical defense and antioxidant defense. Hypoxia-
reoxygenation injury (or ischemia-reperfusion) effects both cardiac myocytes and coronary
vessels (the vascular smooth muscle and the endothelium) in the heart. Reduction of the
coronary flow, in addition to the ischemia-reperfusion injury to the cardiac myocytes, may
increase myocardial dysfunction, resulting in mortality and morbidity.Enzymatic antioxidants
involve superoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase enzymes. Non-enzymatic
antioxidants are ascorbic acid, a-tocopherol, glutathione, carotenoids, flavonoids, stilbenes
and others. Under normal conditions, there is a balance between both the activities and the
intracellular levels of these antioxidant and this balance is important for the organism’s
survival and health. Resveratrol is a polyphenolic compound belonging to the stilbene family
found in grapes and red wine. It is a molecule with anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-
apoptotic, cytoprotective, anti-cancer and cardioprotective effects. In France, a negative
relationship has been found between red wine consumption and the prevalance of
cardiovascular disease (French paradox). In both of the acute and chronic cardiac injury
models, resveratrol reduces the severity of ischemia-reperfusion injury. Numerous studies
have shown that resveratrol is protective against oxidative damage which plays a role in the
pathophysiology of cardiovascular disease.

Key words: Oxidative stress, endothelium, resveratrol

117



GIRiS

“Oksidatif stres”; reaktif oksijen, azot ya da demir Urinlerinin olusumu ile baglantil
genel bir terimdir (1). Reaktif oksijen tirleri (“reactive oxygen species” - ROS) ailesi
molekdiler oksijenin indirgenmesinden kaynaklanan fazlaca biyoaktif, kisa dGmurllii molekdilleri
icerir (2). Yaygin olan reaktif oksijen tiirlerinden bazilari hidrojen peroksit (H,0,), stiperoksit
anyonu (O2e-) ve hidroksil (OH)" radikalidir (3).

Endotel hicreleri bir ¢ok vazoaktif maddelerin salinmasinda, trombosit
agregasyonunda, vaskiler yapinin kontroliinde gorev almaktadir. Fizyolojik sartlar altinda
endotelden salinan maddelerin baglica etkileri vazodilatasyon, antiproliferasyon ve
antiagregasyondur. Bu etkileri ile vicut sivilarinin sdrdirilmesi, dokuda kan akisinin
diizenlenmesi ve kan basincindaki yiksekligin sinirlandiriimasi saglanmaktadir (4). Endotel
tabakanin kan damarlan igindeki yerlesimi kan ve vaskiler diiz kas hicreleri arasinda bir
bariyer gorevi listlenmesini saglamaktadir. Bu nedenle endotelin islevsel bitlinligla vaskiler
sizinti ve ateroskleroz olusumunun énlenmesinde dnemlidir (5). Endotelde fonksiyon kaybi
olmasi, vazodilatasyonun azalmasi yoniinde giden cesitli olaylar ile karakterizedir. Vaskdler
ve inflamatuvar hiicrelerden kaynaklanan hidrojen peroksit, oksidatif stresi indiikleyerek
endotelde fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Bu da koroner arter hastalidi, kalp
yetmezligi, hipertansiyon, periferal arter hastaligi ve diyabet gibi hastaliklarda 6nemli rol
oynamaktadir (6). Iskemik dokunun reperfiizyonu (ya da hipoksi/reoksijenasyon) damar
endotelinde ve hedef organ parankiminde hasar olusturan inflamatuvar bir yanita yol agar ve
iskemi sonrasi gorulen hasari arttirir (2).

Organizma gesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalinmasi sonucu
bircok savunma mekanizmalar gelistirir. Serbest radikallerle indliklenen oksidatif stres ile
ilgili savunma mekanizmalari: bu mekanizmalarin engellenmesi, onarim mekanizmasi,

fiziksel savunma ve antioksidan savunmadir. Enzimatik antioksidan savunma kaynaklari
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superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazi kapsamaktadir. Memeli hicrelerinde
glutatyon ve glutatyon peroksidazlar antioksidan savunma sisteminde yer alirlar (7).

Enzimatik olmayan antioksidanlar askorbik asit, a-tokoferol, glutatyon, karotenoidler,
flavonoidler, stilbenler ve diger antioksidanlardir. Normal kosullar altinda bu antioksidanlarin
hiicre ici duzeyi ve etkinlikleri arasinda denge bulunmaktadir. Bu denge organizmanin
canlihdi ve saghdi acisindan gereklidir (3). Son vyillarda yapilan galismalarda, diyetteki bitki
polifenollerinin hlcrenin antioksidan savunmasinda gdrev alan enzimlerin ifadelenmesini
diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Resveratrol antioksidan &zelligi ile hiicreyi oksidatif
hasara karsi korumaktadir. In vitro hicre kiltliri deneylerinde polifenollerin antioksidan
ozellige sahip oldugu ve polifenol icerigi zengin diyetle beslenmenin de bazi hastaliklari
onleyebildigi gosterilmistir.

Bu derlemede oksidatif stresin endotel (zerine etkileri, dogal bir antioksidan olan
resveratroliin yapisal ve molekiler 6zellikleri, metabolizmasi, islevleri ve kardiyovaskiler

sisteme etkileri degerlendirilerek klinik 6nemi tartisiimistir.

OKSIDATIF STRES VE ENDOTEL

Endotel, damar homeostazini diizenleyen tabakadir. Bunu pek c¢ok farkli yol ile
yapmaktadir. Vazokonstriiktdr ve vazodilatér maddeleri olusturarak (nitrik oksit gibi) damar
tonusunu dengeler. Ayrica, pihtilasma kaskadi, fibrinolitik sistem ve trombosit
aktivasyonundaki faktorleri de sentezleyerek kan akisini ve koagtlasyonu kontrol eder.
Bunlara ek olarak, sitokinleri ve inflamatuar olaylari diizenleyen adezyon molekdllerini de
Uretme kapasitesine sahiptir. Hipertansiyon, hiperglisemi, hiperkolesterolemi, yaslanma,
sigara icme, aterosklerotik hastaliklar, obezite, C-reaktif protein artisi ve kronik sistemik
enfeksiyon gibi onemli risk faktorleri, hem gocuklarda hem de yetiskinlerde endotele bagl

vazodilatasyonda azalmaya neden olur (8).
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Hipoksi ve reoksijenasyon sirasinda reaktif oksijen tdrleri (ROS) olusumunun primer
yeri damar endotelidir. Endoteldeki reperflizyon hasarinin molekiiler mekanizmasi tam olarak
anlasilamamistir. Reperfiizyonun indikledigi hasari 6nlemek igin, gesitli antioksidanlar
denenmektedir. Hipoksi-reoksijenasyon (ya da iskemi-reperflizyon) hasar kalpte hem
koroner damarlari (damar diz kasi ve endotelini), hem de kalp kasi hicrelerini
etkilemektedir. Koroner damarlardaki hasar, koroner damar tonusunu degistirebilir ve
reperflizyon esnasinda koroner kan akigini etkileyebilir. Kas hicrelerindeki iskemi-
reperflizyon hasarina ek olarak koroner akisin azalmasi myokardial disfonksiyonu artirmakta,

bu da 6lim ve hastalikla sonuglanmaktadir (9).

DOGAL BIR ANTIOKSiDAN OLARAK RESVERATROL

Polifenoller; flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asitler, lignanslar ve stilbenleri
kapsayan bir antioksidan ailesidir. Resveratrol (3,4',5-trihydroxystilbene) stilbenlerin alt
grubu olup Uiziim, sarap, yer fistigi ve yabanmersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir (10).
Resveratrol 1976 yilinda tzimde fitoaleksin olarak kesfedilmistir. 1982 yilinda resveratroliin
Cin ve Japonya’da Kojo-kon (Kojo-kon: Itadori cayr olarak da bilinmektedir) olarak
adlandinlan; cilt enfeksiyonlari, fungal enfeksiyonlar, kalp, karaciger ve damar hastaliklarinda
kullanilan “Polygonum cuspidatum” kurusunda bulundugu bildirilmistir. Fransa'da kirmizi
sarap tiketimi ile kardiovaskiler hastalik sikigi arasinda ters oranti saptanmistir (Fransiz
paradoksu) (11).

Resveratroliin dodal antioksidan rolii (g farkh antioksidan mekanizma ile
aciklanmaktadir. Bunlardan biri, Coenzyme Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde oksidatif
zincir kompleksini azaltmaktir. Dideri, mitokondride olusan stiperoksit radikalini yakalamak,
sonuncusu ise fenton reaksiyonu drlnleri tarafindan indiklenen lipid peroksidasyonunun

inhibisyonudur. Birgok calismada resveratroliin hem stperoksit hem de hidroksil radikalini
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yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir. Ancak bu Ozellik diger pek g¢ok ggli
antioksidandan daha zayiftir. Resveratroliin hidroksi radikalini yakalayabilmesi, 9.45 x 10° M™
sec’ tepkime hizi ile, askorbik asit gibi potent bir radikal yakalayicisindan daha yavastir.
Resveratrol /n vitro kosullarda ROS'un zayif yakalayicisi olmasina ragmen /n vivo olarak gigli
bir antioksidan islevini goriir. Resveratroliin /n vivo antioksidan 6zelligi nitrik oksit sentezini
arttrima yetenedi ile gilic kazanmaktadir. Burada /n vivo antioksidan olarak, nitrik oksit
stiperoksidi yakalama vyetenegine sahiptir. Resveratrol biyolojik sistemlerde bulunan
antioksidanlarin hiicre igi konsantrasyonlarinin surdiriilmesini de saglamaktadir (12).
Resveratroliin hidrojen peroksit ile aktive olan insan lenfositlerinde glutatyon miktarini
arttirdigi gosterilmistir. Baska bir calismada da insan lenfositlerinde resveratroliin glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz ve glutatyon-S-transferaz gibi glutatyon metabolizmasi ile ilgili
enzimlerin diizeyini arttirdigi gosterilmistir (13).
Resveratroliin biyosentezi

Resveratrol biyosentezini stilben sentaz enzimi kataliz eder. Resveratrol bitkiler
tarafindan strese yanit olarak dretilir ve normalde fazla miktarda Uretilmez. Resveratroliin
biyosentezi p-kumarol-CoA’'nin  p-kumarol kalintisi ile malonil-CoA'dan 3 adet C-2 alt
Unitesinin dekarboksilasyonu ile kondensasyon sonucu olusur. Daha ileri reaksiyonlari
resveratroliin bifenolik halkasinin 3. posizyonunda glikozil ya da sllfat kalintilar ile konjuge
olmasidir (14).
Resveratroliin emilimi

Resveratroliin blylk kismi jejunumdan, az kismi ileumdan emilir. Bazolateral tarafa
transport edilen resveratroliin ¢gogu glukuronid ve sulfat formlarina konjuge edilir. Tim
perfiize edilen resveratroliin ve konjugatlarinin yalnizca %6’si barsak epitelini gegmektedir
(14). Resveratrol diyet Uriinlerinde cis ve trans seklinde bulunur. Glikozile formu 3-O-B-D-

glukozidtir. Glikozilasyon resveratroliin enzimatik olarak oksidasyonunu onler ve bdylece
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biyolojik etkinligini korur, kararhihdini ve biyoyararlanimini arttinir. Barsak hiicreleri sadece
aglikone resveratrolii absorbe ettigi icin emilim siirecinde glikozidazlar gerekir. Yiyecekteki
aglikon ve glikozile resveratrollin gdreceli oranlari emilim hizini dizenler. T7rans-piseidin
deglikozile edilmesi ince barsakta laktaz florizin hidrolaz [Lactase phlorizin hydrolase (LPH)]
ve sitozolik-B-glukozidaz [Cytosolic-B-glucosidase (CBG)] tarafindan olmaktadir. Enterositlere
gegiste trans-piseid’in 2 yolu vardir:

Birinci yol apikal membran Uzerinde bulunan LPH iledir. Limene aglikon trans-
resveratrol olarak salinir. Daha sonra karsi tarafa difiize olur. Ikinci yol sodyuma bagl glukoz
transporter 1 [Sodium-dependent glucose transporterl (SGLT 1)] ile fircamsi kenar (brush-
border) membranini gectikten sonra CBG ile glukozidlerin yikimidir. Deglikozilasyondan sonra
trans-piseid’ten trans-resveratrol olusumaktadir. Trans-resveratrol enterositlerde daha ileri
metabolize edilir, olusan yeni bilesik glukuronik konjugatidir. Major glukuronat trans
resveratrol-3-O-B-glukuronidtir. Glukurokonjugat enterositlerden barsak limenine salinir
(15).

Resveratroliin dokulara transportu

Resveratroliin hidrofilik konjuge hale gelmesi kana gegisini, vucutta dagiimini ve
ekskresyonunu kolaylastirir. Resveratrol ve metabolitleri karaciger ve safra kesesi tarafindan
kandan filtre edilerek safra ile barsaklara atilir. Daha sonra geri emilime ugrar. Resveratrol
oral yolla alindiktan kisa siire sonra kolonda bulunur. Ancak dokulara dagilimi birkag saat
alir. Resveratrol karacigerde glukuronatlanir, karaciger ve duedenumda stilfatlanir. Siilfatla
konjugasyon resveratroliin bioyararlaniminda hiz sinirlayici basamaktir. Diyetle alinan oral
dozun %70'i plazmada resveratrol ve konjugatlan seklinde tepe noktaya erisir; yari émri

dokuz saattir. Degismemis resveratrol eser miktarda plazmada saptanir (16).
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Resveratroliin hiicre ici reseptorlere baglanmasi

Resveratrollin hiicre ici reseptorleri konusunda bilinenler cok azdir. Aril hidrokarbon
reseptoriine (AhR) badlanan digoksinin kompetetif antogonisti olabilecegi gosterilmistir.
Resveratrol, AhR’nin nukleusa tranlokasyonunu saglamaktadir. Genistein ve resveratrol gibi
fitoostrojenler, insan Ostrojenleri ile bazi yapisal benzerlikler gdstermektedir ve 6strojen
reseptoriine baglanabilmektedir. Bazi calismalarda da resveratrol ile Ostrojen reseptérleri
arasindaki etkilesim gdosterilmistir (17). Resveratrol, 6strojenle ilgili genlerin ifadelenmesini
indiiklemek icin estradiol ile kombine oldugunda “sliperagonist” olarak fonksiyon
gormektedir. Son yapilan calismalarda resveratroliin her iki izomerinin ihml konsantrasyonda
(>10 pM) yalnizca siperostrojen etkinligine sahip oldugu; daha diisik konsantrasyonlarda
(<1 pM) antiostrojenik etkilerinin bulundugu gosterilmistir. Resveratrol meme kanseri
hiicrelerinde dstrojen reseptor agonisti olarak rol oynamaktadir (13).
Resveratroliin atilimi

Atilm zamani plazmada bulunan resveratroliin konsantrasyonuna baglidir. Uretilen
miktar ile atilan miktar arasinda korelasyon yoktur. Cok kliglik miktarda aglikon resveratrol
idrarda bulunur. Bbdbrekte baslica natif formda bulunurken, idrarda konjuge formu biyik
cogunluktadir (14).
Resveratrol ve sinyal ileti yollar

Resveratrol mitogen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadini harekete
gecirebilir. MAPK'larin yolun asagisina dogru hedefleri mitojenik proinflamatuar enzimler ve
nukleer transkripsiyon faktdrleridir. Resveratrol farkl diizeylerde rol oynayabilir. Resveratrol
protein kinaz C (PKC) fosforilasyonunu inhibe ederek yolun yukarisina dogru rol oynayabilir.
Resveratrol MAPK kaskadini aktive eden dider kinazlar, fosfoinozitol 3- kinaz (PI3K)
fosforilasyonunu ve protein kinaz B'nin (Akt/PKB) fosforilasyonunu inhibe eder. Bu olaylar ile

OSGK

resveratrol vaskuler diz kas hicrelerinde p7 nin fosforilasyonunu azaltir. Resveratrol
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ERK1/2/INK/p38’'in  tirozin  fosforilasyonunu ve  vaskiler hiicrelerde  nukleusa
translokasyonunu inhibe ederek MAPK kaskadini asagiya dogru baskilar. Fosforilasyonun ve
sitoplazmadan nukleusa translokasyonun inhibisyonu vazokonstriiksiyon, anjiyogenez,
proliferasyon ve diferansiyasyon ile ilgili genlerin ifadelenmesini azaltmaktadir. Okside LDL
(oxLDL), ROS ve PKC gibi birgok uyaran, niikleer faktér kB (NF-kB) yolunu aktive etme
potansiyeline sahiptir. NFKB sitoplazmada inhibitdr kB (IkB) ile birlikte iken inaktif kompleks
olarak bulunur. Uyarana yanit olarak olarak IkB kinaz kompleksinin katalitik alt birimi (IKK)
IkBa'nin iki serin aminoasidini fosforiller. Bu fosforilasyon 26S proteozom tarafindan IkB'nin
ubikitine bagl yikimini tetikler. Aktive p50/p65 kompleksinin daha sonra nukleusa
translokasyonu olur. p50/p65 kompleksi NF-kB spesifik kB DNA motiflerine baglanir ve
siklooksijenaz, sitokin gibi hedef genlerin transkripsiyonunu dizenler. Resveratrol p65‘in
fosforilasyonunu ve transaktivasyonunu IKK, PKC gibi kinazlari inhibe ederek baskilar (18).
RESVERATROLUN KARDIYOPROTEKTIF ETKILERI

Son vyillarda yapilan calismalarda resveratroliin kardiyoprotektif &zelligi tespit
edilmistir. Kardiyak hasarin akut ve kronik modellerinde, resveratrol miyokardiyal iskemi-
reperflizyon hasarinin siddetini azaltmaktadir (13).
Vazorelaksasyon

Uziim ya da sarap ekstrakti, damar duvarinda 3’,5'-monofosfat (cGMP) miktarini
arttirir; hem relaksasyon hem de cGMP'de artis N®-monometil-L-arjinin ya da N®-nitro-L-
arjinin (endotelyuma bagh gevsetici faktoriin sentezinin kompetetif inhibitorl) tarafindan ters
cevrilir. Uziimdeki Uriinlerin indiikledigi vazorelaksasyona NO-cGMP vyolu aracilik eder.
Vazorelaksasyonda NO'in direkt rolu resveratrol ile muamele edilen pulmoner arter endotel
hiicre kdltiiriinde nitrik oksit sentaz (NOS) etkinliginde artis bulundugunda gdsterilmistir.
Resveratroliin NOS Uretimini etkileyerek kardiyoprotektif etki gosterdigi de saptanmistir (13).

Resveratrollin kardiyoprotektif, néroprotektif, antikarsinojenik ve antiinflamatuvar etkileri /n
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vitro ve in vivo yapllan cesitli calismalarda gosterilmistir. Shen ve ark. (19) ratlarda
iskemi/reperflizyon (I/R) hasarinda resveratroliin kardiyoprotektif etkilerini miyokardiyal
nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) parametreleri ile degerlendirmiglerdir. Resveratrol,
I/R hasari uygulanan ratlarda kalbi korumaktadir. Bu etki, NO Uretiminin yukariya gekilmesi
ve antioksidan etkinligi ile ilgili olabilir. Epidemiyolojik calismalarda resveratrolce zengin
Akdeniz diyetinin azalmis koroner arter hastalik riski ile birlikte oldugu ileri stirlilmistdir.
Anti-enflamatuvar etkileri

Iskemik bir kalpte resveratroliin kardiyoprotektif 6zelligi onun antieflamatuvar
fonksiyonundan kaynaklanmaktadir. Resveratrol ile kontrol grubu Kkarsilastinldiginda,
resveratroliin miyokardiyal infarkt blyUkligini azalttigi ve iskemi sonrasi ventrikiler
fonksiyonda énemli iyilestirmeler yaptigi gozlenmistir. Resveratrol ile muamele edilen grupta
proadezif molekiillerde [hiicre ici adezyon molekiil-1 (sICAM-1), endotelyal I6kosit adezyon
molekil-1 (sE-Selectin) ve vaskiiler cell adezyon molekil -1 (sVCAM-1)] reperflizyon
esnasinda 6nemli bir azalma gdzlenmistir. Yapilan calismalarda NO blokeri nitro- L-arjinin
metil esterinin (L-NAME), resveratrollin yararli etkilerini tamamen elimine ettigi gézlenmistir.
Bu sonuglar resveratroliin antienflamatuvar etkisini NO'e bagh mekanizma araciligi ile
gerceklestirdigini desteklemektedir (13). Csiszar ve ark. (20) resveratroliin insan koroner
arter endotel hicrelerinde TNF-a’nin indiikledigi NF-kB aktivasyonunu ve enflamatuar gen
ifadelenmesini doza bagl olarak inhibe ettigini gostermislerdir.
ROS yakalayicisi olarak resveratrol

Resveratroliin kardiyoprotektif etkilerine miyokardiyumdaki katalaz etkinligini artirma
yetenegi de katiimaktadir. Resveratrol /n vivo antioksidan olarak fonksiyon gorir, kalpte
peroksil radikalini yakalayabilir ve bu yolla iskemi-reperflizyon hasarindan kalbi korur (21).
Brito ve ark. (22) sigir aortik endotel hiicresinde peroksinitritin aracilik ettigi endotel hiicre

toksisitesinde resveratroliin degisik doz ve sirelerinin etkisini hiicre canlihgi, okside ve
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rediikte glutatyon diizeyi ile degerlendirmislerdir. Resveratroliin peroksinitritin indiikledigi
oksidatif strese karsi hticre ici indirgenmis glutatyon (GSH) dizeyini arttirarak kardioprotektif
etki sagladigini gostermislerdir. Glutatyonun hiicre yasaminindaki énemi dikkate alindiginda,
resveratrol antioksidan 6zelligi ile kardiyovaskiiler sistemi koruyucu etkisine yeni bir yaklasim
saglamakta ve yeni tedavi stratejilerinin gelisimine katkida bulunmaktadir. Sener ve ark. (23)
wistar albino ratlarda resveratrollin iskemi-reperfiizyon hasarina karsi renal dokuyu koruyucu
etkisini radikalleri yakalama ve antioksidan etkinligi ile gergeklestirdigini, GSH diizeyinin
korunmasini saglayarak renal dokuyu oksidatif strese karsi korudugunu gostermiglerdir.
Altun ve ark. (24) resveratroliin /n vitro insan umblikal ven endotel hicrelerinde hipoksi-
reoksijenasyon hasarina karsi koruyucu etkilerini glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz, NO ve nitrotirozin ile dederlendirmiglerdir. Bu calismada, hipoksi
reoksijenasyon ile nitrik oksit konsantrasyonunun, katalaz ve SOD dizeylerinin
degismedigini, buna karsin, resveratrolin 10, 50, 100 pM konsantrasyonlarinda ROS
olusumunu azalttigini géstermislerdir.
Anti-apoptotik etki

Resveratrol kalbi korumada antiapoptotik sinyali indliklemektedir. Domuz koroner
arterlerinde, resveratrol ile kisa siireli muamelede MAPK etkinligini inhibe etmekte; ERK1/2,
Jun N-terminal kinaz (JNK-1) ve p38MAPK'In fosforilasyonunu azaltmaktadir. Benzer bir
calismada resveratroliin endotelin-1‘in aracilik ettigi protein tirozin fosforilasyonunu azalttig
bulunmustur. Resveratroliin iskemik-reperfiize kalpte apoptotik kardiyomiyozitleri azalttigi
gosterilmis ve antiapoptotik etkileri desteklenmistir (13). Resveratrol oksidatif stresin
indlikledigi apoptotik hiicre 6limini 6nleyerek ve H,0, yakalayarak vaskiiler oksidatif strese
direnci arttirmaktadir. Sican koroner arter endotel hicresinde resveratrol glutatyon

peroksidaz-1 ve hem oksijenaz-1 ifadelenmesini arttirrarak antioksidan etkilerini
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gbstermektedir. Resveratrol, H,0, ile olusan apoptotik hiicre élimundeki artisa karsl endotel

hiicresini korur ve damarlarin oksidatif strese direncini arttirir (25).

SONUC

Antioksidan,  antiinflamatuvar,  antiapoptotik = etkileri olan  resveratroliin

kardiyovaskiiler hastaliklarinin patofizyolojisinde oksidatif hasara karsi koruma yetenegi
gosterilmistir, fakat, biyokimyasal ve hicresel mekanizmalari tam olarak agiklanamamistir.
Son zamanlarda yapilan calismalar iskemi/reperflizyon hasarinin koroner dolagima olan
etkileri Gzerine odaklanmistir. Reaktif oksijen ttirleri, iskemi/reperflizyon hasarinda 6nemli
oldugu icin antioksidanlar hiicre hasarini iyilestirmede kullaniimaktadir. Resveratrol
antioksidan 0zelligi ile hiicreyi oksidatif hasara karsi korumaktadir. Yapilan calismalarda
diyetteki bitki polifenollerinin hilicrenin antioksidan savunmasinda goérev alan enzimlerin
ifadelenmesini diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Kardiyovaskdiler hastaliklarda olusan
oksidatif stresin iyilestiriimesinde kullanilan antioksidanlar yeni terapdétik yaklagimlara igik
tutabilir.
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Introduction: Reactive oxygen species induce oxidative stress that may contribute to
endothelial dysfunction. As well as the endogen antioxidants, taking antioxidant in diet has
been used to reduce oxidative stress induced endothelial dysfunction. Resveratrol is a natural
phytoalexin, having many effects including antioxidant activity. The aim of this study was to
investigate whether resveratrol could protect human coronary artery endothelial cells against
in vitro oxidative stress-mediated injury.

Materials and Methods: Human coronary artery endothelial cells were treated with
varying concentrations of hydrogen peroxide for different durations and hydrogen peroxide
plus varying concentrations of resveratrol and then cell death was measured using lactate
dehydrogenase release. Human coronary artery endothelial cells were exposed to hydrogen
peroxide and resveratrol plus hydrogen peroxide for 15, 60 minutes and 6 hours. Reactive
oxygen species was measured using a fluorometric assay.

Results: Preincubation of cells with 10 and 50 uM resveratrol for different time periods
caused a significantly decreased hydrogen peroxide—induced cell death. Preincubation with
resveratrol caused a significant decrease in reactive oxygen species production.
Conclusions: Our results demonstrate that resveratrol protects human coronary artery
endothelial cells, in vitro, against oxidative stress-induced injury by decreasing cell death and
reactive oxygen species production.

Keywords: Resveratrol, human coronary artery endothelial cell, oxidative stress.
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RESVERATROLUN INSAN KORONER ARTER ENDOTEL HUCRELERINDE OKSIDATIF
HUCRE HASARINA KARSI IN VITRO ETKIiSI

Kisa baslik: Oksidatif hasara karsl resveratroliin etkisi

Giris: Reaktif oksijen tirleri endotel fonksiyon kaybina katkida bulunabilen oksidatif stresi
indiklemektedir. Endojen antioksidanlarin yani sira, diyetle antioksidanlarin alimi, endotel
fonksiyon kaybini indlikleyen oksidatif stresi azaltmaktadir. Resveratrol antioksidan aktiviteyi
kapsayan bir cok etkilere sahip dogal bir fitoaleksindir. Bu calismanin amaci resveratroliin in
vitro oksidatif stresin aracilik ettigi hasara karsi insan koroner arter endotel hiicrelerini
koruyucu etkisi olup olmadiginin arastiriimasidir.

Gereg ve yontem: Insan koroner arter endotel hiicreleri farkli siire ve konsantrasyonlarda
hidrojen peroksitle ve hidrojen peroksit + resveratrol ile muamele edildi. Daha sonra hicre
olimii laktat dehidrogenaz salinimi ile élciildii. Insan koroner arter endotel hiicreleri hidrojen
peroksite ve hidrojen peroksit + resveratrole maruz birakildi. 15., 60. dakikada ve 6.saatte
reaktif oksijen tiirleri florometrik dlgiimle degerlendirildi.

Sonuglar: 10 ve 50 pM resveratrol ile farkli zaman noktalarinda preinkiibasyon, hidrojen
peroksit ile indlklenen hicre o6limunin anlaml olarak azalmasina neden olmaktadir.

Resveratrol reaktif oksijen tirleri olusumunda anlamli azalmaya neden olmaktadir.

Ozet: Bulgularimiz, resveratroliin, in vitro insan koroner arter endotel hiicrelerinde reaktif
oksijen tiirleri olusumunu ve hiicre 6limin{ azaltarak oksidatif stresin indiikledigi hiicre

hasarina karsi koruyucu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Resveratrol, insan koroner arter endotel hiicresi, oksidatif stres.
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Introduction

Endothelial cell which is located on the inner surface of the blood vessel wall has an
important role in cardiovascular homestasis, such as vascular tone regulation, myocardial
function and inflammatory responses (1). Endothelial dysfunction has been implicated in the
pathophysiology of cardiovascular diseases such as hypertension, coronary artery disease,
chronic heart failure, peripheral artery disease, diabetes, and chronic renal failure (2,3,4,5).

Reactive oxygen species (ROS) produced during general cell metabolism play many
roles in cellular functions (6). Increased production of ROS changes cellular signaling system
and causes damage to lipids, proteins, and DNA (7). Enhanced activity of oxidant enzymes
and/or reduced activity of antioxidant enzymes cause oxidative stress (8). Oxidative stress is
characterized by an increased endogenous production of ROS such as superoxide anion and
hydrogen peroxide. Hydrogen peroxide (H,0,) is produced by vascular and inflamatory cells
and induces oxidative stress which may cause endothelial dysfunction and cellular injury.
Hydrogen peroxide does not have unpaired electron and for this reason is less reactive than
ROS. It has been reported that hydrogen peroxide causes endothelial cell damage by
inducing oxidative stress (9), which in turn, can induce mitochondrial dysfunction. The
mitochondrial dysfunction enhances generation of ROS and can cause cell death via ATP
depletion or caspase-dependent apoptosis (10,11).

Since ROS has important roles in the pathogenesis of disease, taking antioxidant
nutrients by diet, as well as the endogenic antioxydants, form the defence system operating
to decrease ROS-induced endothelial disfunction (7). Enzymatic antioxidants involve the
enzymes superoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase and the non-enzymatic
antioxidants are ascorbic acid, a-tocopherol, glutathione, carotenoids, flavonoids and

stilbenes (12) .
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Resveratrol is a polyphenolic compound belonging to the stilbene family found in
grapes, peanuts, mulberries and red wine (13). In France, a negative relationship has been
found between red wine consumption and the prevalance of cardiovascular disease (French
paradox) (14,15). In 1982, Arichi et al. (15) determined that stilbene components are found
in the roots of Polygonum cuspidatum which have been used by the traditional Japanese and
Chinese medicine to treat disease of the heart, liver and skin.

Resveratrol is a molecule with anti-inflammatory, anti-oxidant, cytoprotective, anti-
carcinogenic, neuroprotective, cardioprotective, anti-platelet aggregation, anti-atherogenic,
oestrogen-like growthpromoting and immunomodulatory effects (6,16).

Resveratrol has been found to display anti-oxidant property depending on the redox
properties of its hydroxyl phenolic groups and on the potential for the delocalization of
electrons through its chemical structure (17). Rubiolo et al. (18) have shown that resveratrol
increases the activity of antioxidant enzymes in primary rat hepatocyte cultures and thus
protects these cells from oxidative stress induced damage. It has been shown that
resveratrol induces endogenic antioxidants and phase 2 enzymes (e.g glutathione
transferase, NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1) in cultured aortic smooth muscle cells and
cardiomyocytes. Therefore, this compound increases resistance to electrophilic and oxidative
injury (19,20).

Human coronary artery endothelial cells are significant in the elucidation of the
cardioprotective effects of resveratrol. No literature data have been found on the in vitro
effects of resveratrol on the death and ROS injury of these cells. The aim of this study was
to investigate the possible effect of resveratrol on the in vitro oxidative stress-mediated
injury of human coronary artery endothelial (HCAE) cells. For this purpose, incubation with
hydrogen peroxide was used as an in vitro oxidative stress model and the cell injury

assessed using LDH release and ROS production.
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Material And Methods
Cell culture

HCAE cells were obtained from Cambrex Bio Science Walkersille, Inc. HCAE cells were
grown in culture medium (EGM-2 MV SingleOuats). Reagent pack was purchased from
Cambrex (One reagent pack containing: trypsin/EDTA, trypsin neutralizing solution, HEPES
buffered saline solution) and the cell culture performed according to the manufacturer’s
instructions. Seeding density was 5000 cells/cm2 in HCAE cells. HCAE cells were maintained
in endothelial growth medium supplemented with 25% fetal bovine serum, hydrocortisone,
hFGF-B, VEGF, R3 -IGF-1, ascorbic acid, hEGF and GA-1000 (Clonetics). The cells were
incubated in a humidified atmosphere containing a 5% CO2 at 37°C. The medium was
changed every other day and passaged every 5-9 days. HCAE cells were used at passages 5-
7 in all experiments.

Effect of resveratrol on human coronary artery endothelial cells (control study)

In order to the test possible effect of resveratrol on intact cells, HCAE cells were
incubated for 1, 12, 24 hours only with resveratrol (10, 50 and 100 uM). At the end of each
incubation, the medium was collected and the effect of resveratrol on HCAE cells was
determinated by LDH release into the medium. Lactate dehydrogenase, a cytoplasmic
enzyme which is released from dead or plasma membrane damaged cells into the cultured
medium was determined spectrophotometrically. At the end of each incubation, the medium
was removed from 96 well plates and the LDH activity was measured using an LDH assay kit
[LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diagnostics GmbH)] according to the manufacturer’s

instructions.
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Hydrogen peroxide-induced oxidative stress, evaluation of cell death and
determination of the effect of resveratrol

The oxidative stress model used in this study was incubation of cells with H,0,. For
this purpose, HCAE cells were seeded in a 96-well plate at 1x104 cells/ well and allowed to
grow to confluence. The cells were then incubated for 1,3, 6 hours (21,22,23). with oxidative
stress inducing agent H,O, (100, 250, 500, 750 and 1000 uM) (22,24). Non- H,0,-treated
cells (Control group) were incubated under the same conditions. At the end of each
incubation, the medium was collected and the cell death, evaluated by the LDH assay. As will
be seen in Figure 1, the % LDH release was observed to be between 30-40%, which would
be considered as an optimal cell death rate, corresponding to a H,O, concentration of 750
UM at an incubation period of one hour.

For the determination of the effect of resveratrol, the cells were preincubated with
resveratrol at concentrations of 10, 50 and 100 uM (25) for 1 hour, 12 hours and 24 hours.
After the preincubation, the medium was changed and then the cells were exposed to the
selected concentration of 750 uM H,0, for one hour. After this time period, the medium was
collected and the cell death, evaluated by LDH release into the medium. The LDH activity
was measured using a LDH assay kit [LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diagnostics
GmbH)] according to the manufacturer’s instructions.

Evaluation of cell injury by measuring reactive oxygen species (ROS) generation
and determination of the effects of resveratrol

To evaluate the ROS production due to injury, 3'-(p-hydroxyphenyl) fluorescein (HPF;
Molecular Probes, USA)] was used. Cells were exposed for different time periods (15, 60
minutes and 6 hours) (26) with various concentrations of H,0, (100, 250, 500, 750 and 1000
uM) and oxidative stress was produced. ROS generation was determinated

spectrofluorometrically using the HPF probe. Then, to determine the effect of resveratrol on
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the ROS generation, the cells were preincubated with resveratrol (10, 50 and 100 uM; 24
hours) and then exposed to oxidative stress (750 uM H,0,). After treatment with H,0,, ROS
formation was evaluated with HPF at 15 minutes, one hour and 6 hour time intervals, these
time lines being predetermined in the optimization work on ROS assay. The ROS generation
was measured using HPF probe according to the manufacturer’s instructions.
Statistical analysis
All experiments were repeated three times with similar results. All data were expressed as
means * SD. Variables were compared with the Mann-Whitney U test and a value of p<0.05
was considered significant.
Results
The evaluation of cell death for human coronary artery endothelial cells treated
with resveratrol

The effect of resveratrol on the cell death of human coronary artery endothelial cells
are shown in Figure 1. When the cells were incubated with 10 and 50 uM resveratrol,
significant cell death was not observed for all time periods. However, a low (15%) LDH
liberation was observed for 100 uM resveratrol.
The inhibitory effect of resveratrol on cell death induced by H,0, in HCAECs

Oxidative stress-induced cell death was measured by the LDH release into the

medium in the HCAE cell cultures. The HCAE cell cultures were exposed to 100, 250, 500,
750 and 1000 uM H,0, for 1, 3 and 6 hours and the one-hour treatment with 750 uM H,0,
significantly increased cell death, as shown in Figure 2. This concentration was selected for
further studies with resveratrol. To determine the effect of resveratrol on the cell cell death,
HCAE cells were pretreated with 10, 50, 100 uM resveratrol for 1, 12 and 24 hours. Then,
HCAE cells were exposed to 750 uM H,0,, for one hour. 100 pM resveratrol was not

observed to show the effects seen for 10 and 50 uM concentrations at all preincubation
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periods. Preincubation with 10 and 50 puM resveratrol for 1, 12 and 24 hours decreased H,0,-
induced cell cell death in HCAE cells as shown in Figure 3.
The inhibitory effect of resveratrol on the ROS injury in HCAECs

Increased fluorescence intensity was determined when cells were treated with various
concentrations of H,0,. ROS levels were markedly increased after 15 minutes of treatment
by various concentrations of H,0, and reached a peak which gradually decreased in a 6-hour
lapse of time (Figure 4). Figure 5 shows the effect of resveratrol on HCAE cell cultures
subjected to ROS injury. All concentrations of resveratrol (10, 50 and 100 uM) decreased
H,0, - induced ROS injury at all preincubation time periods.

Discussion

Resveratrol shows its antioxidant effects via two different cytoprotective mechanisms
(16). Firstly, resveratrol has direct free radical scavenger (ie, hydroxyl radicals and
superoxide anion) and potent antioxidant properties. There is evidence that resveratrol has
an intrinsic antioxidant capacity which depends on the redox properties of its hydroxyl
phenolic groups and on the potential for the delocalization of electrons through the chemical
structure (27). Ungvari Z et al. (14) have shown that resveratrol decreases H,0O, levels in a
cell-free assay. These findings support the view that it exhibits its antioxidant effect probably
due to phenolic hydroxyl groups on its structure. Secondly, resveratrol has also been shown
in some systems to increase the activity of certain antioxidant and cytoprotective enzymes
(19,28).

Enzymatic sources of ROS are the mitochondrial electron transport chain,
lipooxygenase, cycloxygenase cytochrome P450s, xanthine oxidase NAD(P)H oxidase,
uncoupled eNOS and other hemoproteins. These systems produce one electron reduction of
molecular oxygen to form a superoxide anion. Under normal conditions, superoxide anion

converts into hydrogen peroxide or is catalyzed by superoxide dismutase. Hydrogen peroxide
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has three fates: it reacts with nitric oxide to form nitrogen dioxide anion; is catalysed by
enzymes, such as glutathione peroxidase and catalase to form water and oxygen; or finally,
in the presence of heavy metals, undergoes fenton reaction to form hydroxyl radical (29).
Increased hydrogen peroxide in the cell leads to oxidative stress that may contribute to
endothelial dysfunction (9).

In this study we used hydrogen peroxide as an oxidative injury model. However, we

optimized the conditions at 750 puM hydrogen peroxide concentration and 1-hour of
incubation time, using the data obtained from our optimization work (Figure 2). Other
investigators have used different hydrogen peroxide injury conditions in their studies. Wang
et al. (30) in their work on the effect of icariin on the LDH release in in vitro human umbilical
vein endothelial cells, have used a hydrogen peroxide concentration of 750 uM and an
incubation duration of 18 hours. Cortese et al.(31) in their study on the protective effect of
zinc supplementation on the in vitro oxidative injury of rat aorta endothelial cells, have used
a hydrogen peroxide concentration of 1mM and an incubation duration of 24 hours.
The criteria that we used in the selection of the optimal injury conditions was to be able to
observe enough injury but not attain the maximum cell death, as observed in the above
mentioned studies. Finally, our main concern in the selection of a hydrogen peroxide injury
model was to attain a better standardization than some other in vitro oxidative stress injury
models.

In this work, we showed that resveratrol decreased (at 10 and 50 uM concentrations)
oxidative stress-induced cell cell death. This protection was observed for 1, 12 and 24 hours
preincubation periods. Similarly, Rubiolo et al.(17) have shown in primary rat hepatocytes
that, resveratrol decreases cell death for up to 24 hours but this inhibition was not observed
at 48 hours. The authors explained this difference with the hypothesis that resveratrol reacts

with the oxidative stress-inducing agent (tert-butyl hydroperoxide), the remaining tert-butyl
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hydroperoxide damaging the cell and increasing cell death at 48 hours. Brito P et al. (25
)have shown that the antioxidant effect of resveratrol occurs via an increase in the
intracellular GSH in the in vitro bovine aortic endothelial cells. Their results show that a long
pre-incubation (14 hours) with resveratrol at 50 uM protects the in vitro bovine aortic
endothelial cells from peroxynitrite-mediated cell death.

In our study, we also tested the effect of resveratrol itself on HCAE cells. We used
100 uM resveratrol as the highest concentration and we found that this concentration caused
15% liberation of LDH under in vitro conditons for human coronary artery endothelial cells.
Rubiolo et al. (18) have also shown that, resveratrol (75 uM) could be cytotoxic for their cells
( at a percentage of 5% LDH liberation), when the primary rat hepatcytes were preincubated
with this concentration of resveratrol. Even at this concentration, resveratrol has been
observed to show less injury than the cells incubated only with tert-butyl hydroperoxide.
The difference between our results and those of Rubiolo et al. (18) may be due to the
difference in the cell lines as well as to the different agents used to create oxydative stress.

Increased formation of ROS enhances oxidative stress. ROS-induced oxidative stress
has played a significant role in various pathological conditions including cardiovascular
disease, cancer, neurological disorders, diabetes, ischemia/reperfusion injury and ageing
(12). Our data showed that 10 and 50 uM resveratrol decreased ROS generation, suggesting
that the ROS scavenging capacity of resveratrol may be related to decreased cell death.
Rubiolo et al. (17) have similarly shown that 50 uM resveratrol decreased the fluorescence
intensity in cells treated with only tert-butyl hydroperoxide.

Other investigations have shown that pretreatment with 25-100 uM resveratrol for 72
hours decreased intracellular accumulation of reactive oxygen species in the in vitro rat
aortic smooth muscle cells (13). Kode et al. (32) have shown that treatment of human

primary small airway epithelial and human alveolar epithelial (A549) cells with a cigarette
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smoke extract (CSE) enhanced generation of reactive oxygen species. Preincubation of the
cells with 10 uM resveratrol for 24 hours decreased CSE induced ROS production and this
case may be related to free radical scavenging ability of resveratrol. Vieira de Almeida LM et
al. (6) have shown that 50 uM resveratrol protected in primary cortical astrocyte cultures
from H,0,-induced oxidative stress (100 uM H,0, for 30 minutes) by inhibiting intracellular
ROS production. Hou et al. (33) have shown that in human umbilical vein endothelial cells
pretreated with Ligusticum chuanxiong and Angelica sinensis protected from hydrogen
peroxide (2mM and for 5 hours) damage and inhibited the production of reactive oxygen
species. It has been reported that chitosan oligosaccharides protected human umbilical vein
endothelial cells from H,0,-induced oxidative stress. Viability loss was observed for the
human umbilical vein endothelial cells exposed to 300 uM H,0O, for 12 hours. This effect was
associated by a decrease in intracellular reactive oxygen species (10).

As a conclusion, this study has clearly demonstrated the protective effect of
resveratrol on the cell death of HCAE cells and its effect of lowering the formation of ROS
by these cells, under the in vitro conditions used. These effects were found both in 10 and
50 uM concentrations of resveratrol and for 1, 12 and 24 hours preincubation periods. These
data on HCAE cells are presented for the first time to the scientific literature and provide
interesting supportive evidence for study of pathophysiological phenomena related to HCAE
cells. These findings may also suggest that the decreased cell death can be related to the
ROS scavenging capacity of resveratrol. However, in addition to the direct antioxidant
capacity, this protective effect of resveratrol could also be effectuated by resveratrol-induced
intracellular antioxidant enzyme activities. Further studies need to be carried out in order to

elucidate these mechanisms in the HCAE cells.
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Figure Legends

Figure 1. LDH release to the medium for human coronary artery endothelial cells treated
with resveratrol (10, 50 and 100 pM for 1, 12 and 24 hours). Significant differences were
found between control, 10, 50 uM resveratrol and 100 uM resveratrol groups. Results are
expressed as Mean + SD (p=0.020).

Figure 2. The effects of H,O, on the LDH release. Cells were treated with various
concentrations of H,0, (100, 250, 500, 750 and 1000 uM for 1, 3 and 6 hours) in HCAE cell
cultures. LDH release was increased in all concentrations of H,0, as compared to control in
HCAE cells (p=0.020). Results are expressed as Mean + SD. The experiments were repeated
three times with similar results.

Figure 3. Protective effects of resveratrol on H,0,-induced LDH release in HCAE cells. Cells
were pretreated with different concentrations and for different time periods of resveratrol
(10, 50, 100 uM; 1, 12 and 24 hours). After preincubation, the medium was changed to a
medium without resveratrol and 750 pM H,0, added. All results are expressed as Mean + SD.
For 1, 12 and 24 hours and 10 and 50 uM resveratrol concentrations, p=0.020, as compared
with the H,0, group.

Figure 4. Effect of H,0, on ROS formation. ROS formation was increased significantly in all
concentrations of H,0O, as compared to control HCAE cells (p=0.021). Results are expressed
as Mean = SD.

Figure 5. Effect of resveratrol on H,O, induced ROS formation. HCAE cells were pre-treated
with various concentration of resveratrol for 24 h. After pre-treatment, the cells were
exposed to 750 pM H,0O, for 15, 60 minutes and 6 hours. Resveratrol decreased H,0O,
induced ROS formation in HCAE cells. Statistically significant differences were found for all
concentarions of resveratrol at all time periods compared with cells treated with H,O, only

(p=0.021). Results are expressed as Mean + SD.
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