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OZET

Celebi, G. (2019). Diyete Bagh Endotel Hasari Olusturulan Ratlarda RANKL/OPG
Sinyal Yolagr Aktiviteleri. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitisii, Genetik
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Endotel hasar1 ateroskleroz ve diyabet gibi pek ¢ok hastaligin baslangic patolojilerinden
biridir. Enflamatuvar bir siire¢ olan endotel hasariin gelisiminde, Niikleer Faktor kB
(NF-kB) sinyal yolag1 ve bu yolaktaki molekiiller énemli rol oynamaktadir. Reseptor
Aktivator NF-kB Ligandi (RANKL) ve onun reseptorii (RANK) ile osteoprotegerin
(OPG), endotelde tanimlanan hasar sonucu olusan kalsifikasyonun belirleyici
molekiilleridir. Deneysel ¢alismalarda OPG/RANK/RANKL yolaginin inflamasyon,
vaskiiler ve kemik sistemi yanisira glikoz homeostazinin diizenlenmesinde de rol
oynadigi, OPG ve Tip 2 Diabetes Mellitus arasinda giiglii bir iliski oldugu
belirlenmistir. Transgenik fare ¢aligmalart ile aterosklerozda plazma RANKL ve OPG
diizeyleri gosterilse de vaskiiler hastaliklardaki rolleri heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Bu tez caligmasinda, ateroskleroz gelisiminin ilk basamagi olan endotel hasarinda,
OPG/RANKL sinyal yolagmin rolii ve Vitamin D tedavisi ile bu yolakta rol alan
genlerin ifade diizeylerindeki degisimlerin belirlenmesi amaglandi. Bu nedenle, Sprague
Dawley erkek ratlarda olusturulan Tip 2 Diyabet Mellitus (T2DM) Modeli kullanilarak
OPG/RANKL yolagindaki aktivitelerin endotel hasar1 tizerine etkisi arastirildi.
Endotelyal hasara bagimli mikrovaskiiler etkileri belirlemek i¢in, damardaki
kalsifikasyon ve enflamatuvar siireglerde rol alan Opg, Rankl, Runx2, Bmp-2, II-1f3,
Tnfo, Nos3, Icam-1 gen ifade seviyeleri degerlendirildi. Buna gore diyabetli siganlarda
diger deney gruplarina kiyasla Opg, 1I-15, Bmp-2 mRNA ifade seviyeleri ile endotel
hasar1 belirteci olarak secilen Icam-1 gen ifade seviyesinin diyabetli sigan grubunda
arttigi  belirlendi. Ayrica c¢alisma  kapsaminda, OPG/RANKL yolagindaki
diizenleyicilerden biri olan vitamin D3 uygulamasinin diyabet varliginda yolakla iligkili
genler iizerine etkisi arastirildi. Vitamin D3 uygulanan diyabetli sicanlarda 4 hafta
sonunda kan sekeri diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu (p<0,01) deney sonunda ise
diyabet grubunda diger gruplara kiyasla ¢ok anlamli bir artis oldugu tespit edildi
(p<0,001). Diyabetli sicanlarin aort dokusunda, vitamin D3 uygulamasi sonucunda Opg
ve IlI-15 mRNA ifade seviyelerinde anlamli bir azalma gozlemlendi. Sonug olarak
calisma bulgulari, vitamin D3 takviyesinin diyabet varliginda endotel dokuyu olumlu
yonde etkiledigini ve OPG'nin vaskiiller homeostaza aracilik eden sitokinlerin
diizenlenmesinde rol oynadigini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Endotel Hasari, OPG, RANKL, Vitamin D, diyabet

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 32715
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ABSTRACT

Celebi, G. (2019). RANKL / OPG Signalling Activities at Rat Models Forming Diet-
Induced Endothelial Dysfunction. Istanbul University, Institute of Health Science,
Genetics Department. Master Thesis. Istanbul.

Endothelial injury is the one of the beginning pathology of several diseases such as
atherosclerosis and diabetes. Nuclear factor kB (NF-kB) signalling pathway plays an
important role in endothelial damage. Receptor Activator NF-kB Ligand (RANKL) and
its receptor RANK and Osteoprotegerin (OPG) are known as the determinants of
calcification as a result of damage in endothelium. It is known that the
OPG/RANK/RANKL pathway plays a role in the skeletal, inflammation, and vascular
system. In the experimental studies, strong data have been obtained that OPG pathway
regulates glucose homeostasis, therefore there is a strong relationship between OPG and
Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM). Although plasma RANKL/OPG levels have been
shown in atherosclerosis by transgenic studies, their role in vascular diseases is not
known yet.

In this thesis, it was aimed to obtain preliminary information that could contribute to
both preventions of endothelial damage and determination of new treatment goals. For
this purpose, male Sprague Dawley rats were used to make Type 2 Diabetes Mellitus
Model and the role of RANKL/OPG pathway in endothelial damage is studied.
Endothelial damage-dependent microvascular analysis is analysed by using gene
expression of Opg, Rankl, Runx2, Bmp-2, 1I-1f3, Tnfo, Nos3, Icam-1. In diabetic rats,
Opg, 1I-1/3, Bmp2 expression levels increase significantly while mRNA level of Icam-1
and Nos3 as markers of endothelial damage show also a significant correlation with
elevation of mRNA level of Opg. In addition, effect of vitamin D3 which is one of the
regulators in the OPG/RANKL pathway on the gene expression were studied in the
presence of diabetes. After 4 weeks, blood sugar levels significantly increased (p
<0.001) in diabetic rats compared to other experimental groups. In the aortic endothelial
cells of diabetic rats, vitamin D3 administration it was observed significant difference in
expression levels of the Opg and I/-1b gene. This study shows that vitamin D
supplementation effect on OPG/RANKL activity in the vessel wall. These study results
provide the first evidence that Vitamin D3 supplementation results in ameliorated
endothelial damage in type 2 diabetes mellitus, and that OPG plays a crucial role in the
regulation of cytokines mediating vascular homeostasis.

Key Words: Endothelial Damage, OPG, RANKL, Vitamin D, Diabetes

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 32715



ZUSAMMENFASSUNG / RESUME

XV



1. GIRIS VE AMAC

Endotel hasar1 (endotel disfonksiyonu), vaskiiler hastaliklarin baslangi¢
patogenezi ve aterosklerozun ana sebeplerinden biridir (Rochette ve ark. 2019). Damar
duvarinda gergeklesen bu hasarin olusumu sirasinda Niikleer faktor kB (NF-kB) sinyal
yolu da dahil olmak iizere, sitokin-sitokin etkilesiminde gorev alan yolaklar uyarilir.
Reseptor Aktivatorii NF-kB Ligand (RANKL) ve onun reseptori RANK ile
Osteoprotegerin  (OPG), endoteldeki hasarin bir sonucu olan kalsifikasyonun
belirleyicileri olarak gosterilmektedir (de Castro ve ark. 2018). OPG/RANK/RANKL
iclii yapisinin sadece iskelet sisteminde degil, immiinolojik ve vaskiiler sistemde de
diizenleyici bir rol oynamaktadir (Heymann ve ark. 2012). Endotel dokudaki fonksiyon
bozuklugu ile yiikselmis OPG seviyeleri hem dokuda hem de kan dolasiminda dikkat
cekici boyutlardadir. Bu agidan OPG'nin kardiyovaskiiler patofizyolojideki dnemini
belirlemek patolojinin erken tespiti ve ilerleyisinin takibi agisindan dnem tagimaktadir
(Kosmopoulos ve ark. 2019; Tai ve Inoue, 2019). Klinik ve deneysel ¢alismalar OPG ve
ligandlarinin birbirleri ile olan etkilesimlerini agiklamak i¢in yeterli olsa da, vaskiiler

hastaliklardaki rolii belirsizligini korumaktadir (Landmesser ve ark. 2004).

Diabetes Mellitus, kronik metabolik bir hastalik olup beraberinde
kardiyovakiiler hastaliklarin goriilme sikligini artirmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar
diyabet hastalar i¢in en fazla karsilasilan 6liim sebebidir (Leon ve Maddox, 2015). Tip
2 Diyabetes Mellitus ise gelismis iilkelerde ileri yaglarda goriilen cogunlukla beslenme
ve hareketsiz yasam tarzi kaynakli metabolik bir hastaliktir (Sami ve ark. 2017).
Diyabet calismalar1 i¢in hem transgenik hem de diyet olusturulan deneysel hayvan
modelleri kullanilmaktadir. Transgenik hayvan modellerinin iiretimi, tahsisi ve
kullanimi arastirmanin biit¢esini artirmaktir (Radenkovi¢ ve ark. 2016). Sadece diyet ile
(yiiksek yagli ve/veya yiiksek fruktozlu) olusturulan modeller ise arastirma siiresini
uzatmaktadir. Buna karsin kimyasal ajanlar kullanilarak diyet ile desteklenen modeller
hem biitce hem de zaman agisindan avantajhidir. Yiiksek konsantrasyonlu fruktoz diyeti
(%10’1luk) ve diisiik streptozosin (STZ) (40 mg/kg) uygulamas: ile ratlarda olusturulan
Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) modeli, genetik olmayan ancak hastalik patogenezine
en yakin sonucu veren bir deney hayvani ¢calismadir (Wilson ve Islam, 2012). Wilson ve

Islam’in olusturdugu bu rat modeli ¢alismasinda kan glukozu, serum lipid diizeyleri,



karaciger parametreleri, insiilin direnci ve pankreas hiicrelerinin fonksiyon kaybi gibi
genel parametreler detaylandirilarak T2DM arastirmalari i¢in uygun bir model olarak
kabul edilmektedir (Salman ve ark. 2013; Radenkovi¢ ve ark. 2016; Gheibi ve ark.
2017). Bu tez ¢alismasinda ise, Wilson ve Islam’in olusturdugu T2DM prosediiriine ek
olarak STZ enjeksiyonundan sonra 3 hafta daha fruktozlu su uygulanarak modifiye
edilmis yiiksek fruktoz hasarina dayali model ratlardan (Anapali, M. Yiiksek Lisans
Tezi, Istanbul Universitesi 2018) aort dokular1 dissekte edildi. 9 haftalik deney modeli
olusturulmasimin ardindan deney gruplarindaki ratlarin aort dokularinda gen ifade
diizeyleri incelendi. Bu ¢alismanin hipotezi, ateroskleroz gelisiminin ilk basamagi olan
endotel hasarinda, ilerlemis aterom plaklarinda aktif role sahip OPG/RANKL
yolagindaki genlerin ifade diizeylerinde degisim var mi1 ve vitamin D’nin diizenleyici
etkisi ile bu hasarda iyilesme saglanabilir mi sorularmma dayanmaktadir. Buna gore tez
caligmasinda, deneysel olarak olusturulan diyabetik model ratlarin aortlarinda meydana

gelen endotel hasarinda OPG/RANKL sinyal yolag: etkisinin aragtirilmasi amaglanda.

Enflamasyonu baskiladig1 gosterilen (De Vita ve ark. 2014) anti-diyabetik ilag¢
alternatifi olarak Onerilen Vitamin D3 (Kolekalsiferol formu)’iin, hiicre i¢inde
transkripsiyonel regiilasyon gorevi {istlenerek insiilin metabolizmasindan sorumlu
genlerin ifadesini diizenleyerek insiilin iiretimini uyarmaktadir (Takiishi ve ark. 2010).
Bu calismada olusturulan diyabetik ve saglikli gruplardaki ratlara oral yoldan haftada
bir kez olmak iizere 4 hafta boyunca 170 IU/hafta Vitamin D3 uygulandi. Boylece
kontrol gruplart ile karsilastirilarak diyabet ile meydana gelen endotel hasarinda
Vitamin D3’iin OPG/RANKL sinyal yolaginda rol alan gen ifadelerine etkileri ilk defa

bu ¢aligma kapsaminda arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Osteoprotegerin (OPG):

Ik olarak 1997 yilinda iki farkli arastirma grubu tarafindan tanimlanan
osteoprotegerin (OPG), tiimor nekrozis faktor (TNF) reseptor siiper ailesinin bir
iyesidir (Tsuda ve ark. 1997; Simonet ve ark. 1997). Osteoprotegerin ismi, Latince “0s”

kemik ve “protegere” korumak kelimelerinden tiiretilmistir (Simonet ve ark. 1997).

OPG geni, 8. kromozomda (8q24) lokalize olup 1998 yilinda tanimlanmis ve
klonlanmistir (Yamaguchi ve ark. 1998). 29 Kilo bazlik (Kb) gen, 5 ekzon igermektedir.
Genin 2.4, 4.2, 6.5 Kb’lik 3 transkripti bulunmaktadir (Hilton ve ark. 2001). 2.4 Kb’lik
transkript en ¢ok eksprese olan transkriptir. Diger 2 transkriptten biri ise 2. intronun bir
kismini i¢ine alarak olusan alternatif kirpilma sonucu c¢oziinebilir 145 aminoasitlik
protein kodlayan transkript formu olup diger transkript protein kodlamamaktadir

(Theoleyre ve ark. 2004).

OPG, momoner agirhigi 60 kilodalton (kDa) olan 401 aminoasitten (aa) olusan
salg1 glikoproteinidir. Ayrica OPG’nin 7 yapisal domaini vardir (Sekil 2-1) (Yamaguchi
ve ark. 1998).

H,N == . . . . =I =I { — COOH (EJ:iiDr:olekula

moncmer

SH agirh@

Sinyal peptit  Sisteince zengin domain  Oliim domaini  Heparin baglanma
domaini ve serbest sistein rezidl

Sekil 2-1: OPG protein yapisinin sematik gosterimi

. I. Sisteince zengin domainler (1-2-3-4) ; sisteince zengin olup yapisal olarak TNF reseptor ailesi ile
baglantilidir. Proteinin amino ucunda bulunan sisteince zengin bu yapilar, osteoklastojenezis inhibasyonunda
6nemlidir.

I1. Oliim domainleri (5-6) ; proteinin karboksil ucunda bulunan yapi, apoptoz aracili 8liim domaini homolog

== Dbolgeleri igerir.
III. Heparin baglanma bdlgesi (7); proteinin karboksil ucuna konumlanmis olan yap: proteoglikanlarla
etkilesir. Ayrica bu bolgedeki serbest sisteinler (SH) bag olusumu ve protein dimerizasyonu igin

gereklidir.



OPG’nin monomerik yapisinin yani sira, heparin baglanma bolgesi araciligr ile disilfit
baglantili dimerik yapist da bulunur. Salgilanmasindan 6nce 21 aa’lik sinyal peptidinin
cikarilmasi ile 380 aa’lik monomerik OPG proteini olusur. OPG’nin homodimer yapisi,
Reseptor Aktivator Niikleer Faktor k8 Ligandi’na (RANKL) kars1 daha yiiksek afinite
gosteren biyolojik aktiviteye sahip yapiy1 olusturmaktadir. Tiimor nekrozis faktor aracili
apoptoz uyarict ligand (TRAIL) ve RANKL, OPG’ye baglanarak sitokin-sitokin
reseptor etkilesimi ile apoptoz, osteojenez gibi biyolojik siirecleri diizenlemektedir

(Sekil 2-2) (Baud’huin ve ark. 2013).

RANKL OPG TRAIL OPG

Sekil 2-2: OPG’nin RANKL (yesil renk) ve TRAIL (mavi renk) molekiilleri ile
etkilesimleri- Baud’huin ve ark. (2013)’den

Etkilesen proteinlerin ii¢ boyutlu yiizeyleri seffaf van der Walls baglari ile gosterilmistir.

OPG’nin ligandlar ile etkileserek kanser, vaskiiler ve immiin sistemle iligkili
patolojilerde rol aldiklar1 gdsterilmistir. Kardiyometabolik hastaliga sahip olanlarda ve
kanser hastalarinda yapilan klinik ¢alismalarda, OPG ve ligandlarinin (Sekil 2-3) aktif

bir sitokin gorevi gordiigli dogrulanmistir (Baud’huin ve ark. 2013).



J

Apoptoz Kemik yikimi Monosit kemotaksisi
Nekroptozis Adaptif bagisikhk Fibrosiz

Sekil 2-3: OPG ve Ligandlarinin dahil oldugu biyolojik siirecler- Bernardi ve ark.
(2016)’dan

HSPG: Heparin Siilfat Proteoglikan

Yapilan calismalarda, OPG’nin aterom plaklarin gelisimi ve ilerleyisinde;
arteriyal diiz kas hiicrelerinde, pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde, endotel hiicrelerin
Weibel-Palade cisimlerinde von-Willebrand faktdr (Zannettino ve ark. 2005) ve alfa

graniillerin megakaryositlerinde ifade edildigi gdsterilmistir (Chollet ve ark. 2010).

OPG osteoblast, kemik iligi, dalak, bobrek, kalp, timus gibi pek ¢ok farkli hiicre
ve dokuda ifade edilmektedir. Ancak beyin, plasenta ve ¢izgili kas dokularinda daha az
ifade edildigi saptanmistir. OPG’nin gen ifadesi, bu dokularda Tablo 2-1’de belirtilen

cesitli sitokinler tarafindan diizenlenmektedir (Pérez De Ciriza ve ark. 2015).



Tablo 2-1: OPG gen ifadesinin diizenlenmesi

Hiicre tipi

OPG anlatimi

Sitokin

Kaynaklar

Osteoblastlar

Upregiilasyon

Down-regiilasyon

IL-1a, IL-6, IL-11, IL-18, TNF-a, BMP-
2, Kalsiyum, vitamin D3,
anjiyotensin II ve PDGF, TNF-g, IL-18,

TGF-B,

Ostrojen,

17-6stradiyol ve Wnt sinyal
yolag1
hormone

Paratiroid (PTH),

glukokortikoidler, E2,

kalsiyum, PPAR-y, bFGF

prostaglandin

(Silva  ve

2011)

Branco,

Endotel Hiicreler |Upregiilasyon IL-1a, IL-18 ve TNF-a (Zannettino ve ark.
2005)
Upregiilasyon IL-18, TNF-a, 6strojen ve PDGF
(Schoppet ve ark.
Diiz Kas Hiicreleri
2011)
Down-regiilasyon TGF-f ve BMP-2
o Upregiilasyon IL-18, TNF-a, BMP-4 ve TGF- .
Kemik Iligi (Silva ve Branco,
Huereleri Down-regiilasyon | IGF-1, IL-6, IL-11, IL-17 ve IL-1 8 201D
TNF-a, RANKL, IL-1 f ve CD40
Dentritik Hiicreler | Upregiilasyon (Silva ve Branco,
ligand1
2011)
IL1-B ve TNF-a
Upregiilasyon

Adipoz Doku

Down-regiilasyon

Kortizol veya troglitazon

(Pérez de Ciriza ve

ark. 2014)

Diger dokular; kalp, bobrek, karaciger, dalak, akciger, timis, lenf, B-lenfositler,

trake, testis. Az miktarda beyin, plasenta ve ¢izgili kas.

(Montagnana ve ark.
2013;
Branco, 2011)

Silva ve




2.2. OPG/RANK/RANKL Yolag:

TNF reseptor siiperailesinin bir {iyesi olan Reseptor Aktivator Niikleer faktor «f3
(RANK), tip I homotrimerik transmembran proteinidir. 616 aa’den olusan yapisinda 28
aa’lik sinyal peptidi, 21 aa’lik transmembran domaini ve karboksil ucunda biiytik bir

sitoplazmik domaini bulunur (Khosla, 2001).

RANK osteoklast prekiirsorleri, dentritik hiicreler, B ve T lenfositleri, olgun
osteoklastlar, fibroblastlar, meme ve prostat dokusundan kokenli kanser hiicreleri,
kemik metastas1 yapmis bazi tiimorlerde ifade edildigi belirlenmistir. Ligandi olan
RANKL’a baglanarak trimerik yapiyt olusturur. RANK, OPG homodimeri ve
RANKL’1n olusturdugu trimerik yapi, Niikleer Faktor- kf8 (NF-xf) yolagini harekete
geciren ¢oklu hiicre i¢i sinyallerini tetikleyerek hiicre farklilasmasini, fonksiyonunu ve

hayatta kalmasini diizenler (Klejna ve ark. 2009).

Reseptor Aktivator Nikleer Faktor xf Ligandi (RANKL) da TNF siiper
ailesinin bir tiyesi olup 316 aa’den olusan tip II homotrimerik glikoproteindir. 40-45
kDa agirliginda transmembran protein olarak ya da 31 kDa agirhiginda ¢oziinebilir
protein yapisinda bulunur. Osteoblastlardan sentezlenerek salgilanan RANKL, ayrica
aktif T lenfositlerde, lenf diigiimlerinde, timusta, akcigerde, dalakta ve kemik iliginde
de ifade edilir. OPG’nin kemik koruyucu etkisinin varliginda RANKL osteoklastlarin
farklilagmas1 ve olgun osteoklastlarin aktivasyonu baglatarak kemik yikiminda uyarici

islev goriir (Klejna ve ark. 2009).

OPG/RANK/RANKL yolagi, esas olarak kemik yeniden modellenmesi,
farklilagmanin diizenlenmesi, osteoklast aktivasyonu ile kemik olusumu ve kemik
yikimi arasindaki kritik dengenin saglanmasinda gorevlidir. Osteoprojenitor hiicrelerde
RANKL, RANK’a baglanir ve kemik yikimi ile osteoklastojenezi kontrol eder. Ilk
olarak, RANK-RANKL etkilesimi IxB kinazi tarafindan IkB’nin degredasyonuna sebep
olarak NF-xf’'nin serbest kalmasina yol acgar. Serbest kalan NF-kf8 kompleksi hiicre
niikleusuna girer ve bir dizi hiicre i¢i sinyallesme kaskadi baglatir. Niikleusta osteoklast
olusumu, farklilagmasi, aktivasyonu ve kemik yikimina 6zgii genlerin transkripsiyonunu
saglar. OPG tuzak reseptdr gorevi gorerek bu etkilesime engel olmaya ¢alisir, RANK ile
rekabet eder, boylece RANKL-RANK etkilesimini inhibe eder (A ve Holen, 2009;
Nahidi ve ark. 2013).



2.3. Kardiyometabolik Hastaliklarda OPG’nin Rolii

OPG’nin iskelet sistemindeki rolii ve osteoporoz agisindan biyobelirte¢ niteligi
ilk olarak arastirilmistir (Bucay ve ark. 1998). Ardindan OPG’nin diyabet,
hipertansiyon, metabolik sendrom, obezite gibi kardiyometabolik patolojilerle de iliskili
oldugu belirlenmistir (Van Campenhout ve Golledge, 2009; Pérez De Ciriza ve ark.
2015).

2.3.1. Tip 2 Diabetes Mellitus ve OPG iliskisi

Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda Tip 1 ve Tip 2 Diabetes Mellitus
(T2DM)’nin OPG ifade diizeylerinde degisime sebep oldugu goriilmiistiir.
Streptozotosin ile olusturulmus T2DM modelinde ratlarin diyabet olusturulduktan
hemen sonra alinan aort dokularinda, mRNA ve protein OPG diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir. T2DM’de OPG ifade
diizeylerindeki bu artisin, vaskiiler disfonksiyonda etkili bir roliiniin oldugunu
diisiindiirmtistiir (Vaccarezza ve ark. 2007). OPG’nin basta diyabet olmak iizere obezite,
hipertansiyon gibi patolojilerde rol oynayarak metabolik sendromun ortaya ¢ikisinda

gorev aldigr gosterilmistir (Sekil 2-3) (Secchiero ve ark. 2006).

Diyabet T ObeziteT HipertansiyonT
Mikro ve makrovaskiiler Adipoz dokuda Damar sertligi ile
komplikasyonlarda arts, OPG anlatimi iliskili koroner arter

| kardiyovaskiiler 6lim ve kalsifikasyonunda |
\( hastalik riskinde yiikselme artan risk }}
\\ f
|
Metabolik Sendrom T

Sekil 2-4: Osteoprotegerinin farkh patolojilerdeki rolii



Farkli ¢alismalarda T2DM varliginin OPG diizeylerini kontrol gruplarina gére anlaml
sekilde yiikselttigini gosterilmis olup mikrovaskiiler komplikasyonlar1 olan T2DM’lu hastalarin
plazmalarinda OPG diizeylerinin artt1g1 belirlenmistir (Knudsen ve ark. 2003). Ayrica plazma

OPG diizeylerinin diyabetik nefropati ile iliskili oldugu gosterilmistir (Terekeci ve ark. 2009).

T2DM’da ateroskleroz gelisimi ve bu hastaligin patolojisinde biiyiik bir komplikasyon
olan progressif vaskiiler kalsifikasyonla iligkilidir. Diyabetli hastalarin karotis arterleri, ortalama
olarak daha yiiksek intima-media kalinligina (IMK) sahiptir. Bu kalinlik atherosklerozda
belirte¢ olarak kullanilmakta olup OPG diizeyleri ile anlamli derecede iliskilidir (Rozas Moreno
ve ark. 2013). Coklu varyasyon analizlerinde, ortalama IMK’nin bagimsiz belirleyicileri yas,

hipertansiyon, osteopontin ve OPG olarak belirlenmistir (Ishiyama ve ark. 2009).

Yiiksek serum OPG diizeylerinin vaskiiler kalsifikasyon i¢in yliksek prevalansa sahip
oldugu gosterilmistir. Serum OPG diizeyleri, vaskiiler kasifikasyon ve kalsifikasyonun ilerleyisi
icin bagimsiz bir gostergedir. Buna ek olarak OPG, ilerlemis koroner arter kalsifikasyonu

bulunan hastalarda anlaml diizeyde artmaktadir (Rozas Moreno ve ark. 2013).

2.3.2. Metabolik Sendrom ve OPG iliskisi

Metabolik Sendrom (MetS), arteryal hipertansiyon, insiilin direnci, dislipidemi, obezite
gibi bir grup kardiyometabolik degisikler sonucu olusmaktadir. Diyabet, hipertansiyon, obezite
gibi MetS gelisimine sebep olan kriterler serum OPG diizeylerinde degisikliklere neden
olmaktadir. Ancak yapilan caligmalarda, OPG ve MetS arasinda tartismali sonuglar ortaya
konulmustur. Klinik degerlendirmesinde gestasyonel diyabet dykiisii bulunan MetS’li kadinlarin
(n=46) saglikli kontrollere (n=30) gore daha yiiksek serum OPG diizeylerine sahip olduklar1
tespit edilmistir (Akinci ve ark. 2008). Bu sonug, gestasyonel diyabeti olan 128 kadin ve 67
kontrol ile yapilan kohort ¢alismasinda dogrulanmistir ve ayrica serum OPG diizeylerinin
obezite, insiilin direnci ve artmis IMK ile iliskili oldugu bulunmustur (Akinci ve ark. 2011).
Ancak yapilan bir baska ¢alismada, MetS’lu ve MetS olmayan Iranli kadinlarda (n=382)
menopoz sonrast aliman serum OPG diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir
(Nabipour ve ark. 2010). Bir baska kohort calismasinda (n=2570) ise MetS ile CRP, IL-6,
ICAM-1, TNFa, P-selektin gibi enflamasyon belirtecleri ile bulunan anlamli iliskiye ragmen
MetS ve OPG diizeyleri arasinda iliski bulunamamistir (Dallmeier ve ark. 2012). Daha sonraki
yillarda yapilan caligmalarda ise OPG ve MetS arasinda kardiyovaskiiler risk faktorleri
acisindan pozitif yonlii bir iligki tespit edilmistir (Bernardi ve ark. 2014; Pérez de Ciriza ve ark.
2014; Tavintharan ve ark. 2014). Buna gore, MetS’lu bireylerdeki OPG diizeylerinin saglikli
kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun yanmi sira OPG’nin
adipoz dokuda ifade edildigi ve MetS’da OPG’nin mRNA ifade diizeyinin hasta olmayanlara
gore yiikseldigi tespit edilmistir (Pérez de Ciriza ve ark. 2014). Bagka bir deneysel caligmaya
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gore de OPG serum diizeyi MetS’da artmaktadir (Bernardi ve ark. 2014). Buna gore, yiiksek
yaglhh diyet ile beslenen C57BL6 soyu fareler kullanilarak olusturulan MetS modeli
calismasinda, OPG serum diizeylerinin artti§i ve bu proteinin taginmasinin metabolik
anormalliklerde sistemik ve adipoz dokudaki enflamatuvar yaniti1 degistirdigi kanda glukoz,
lipid ve proenflamatuvar belirteglerin dl¢iimii ile dogrulanmistir. Sonug olarak, yiiksek yaglh
diyet sonucu olusan obezitede ve MetS’de adipoz dokuda OPG’nin enflamasyonu baslattigi
diistintilmiistiir (Bernardi ve ark. 2014). Buna ek olarak, yiiksek serum OPG diizeyinin MetS
gelisme riski ile iliskili oldugunu ortaya ¢ikaran bir baska ¢alismada ise yas, cinsiyet, etnik
koken, glukoz diizeyi ve mikrovaskiiler komplikasyonlardan bagimsiz olarak OPG’nin, MetS

icin bir belirteg oldugunu goéstermistir (Tavintharan ve ark. 2014).

2.4. OPG’nin Vaskiiler Sistemdeki Patofizyolojik Rolii

Gilinlimiizde, OPG’nin ateroskleroz, kalsifikasyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
patolojisinde etkin bir role sahip oldugu kabul gormektedir. Vaskiiler fizyoloji ve
patolojisindeki dengede, OPG’nin ifadesi ve regiilasyonu, endotel hiicrelerin hayatta kalmasi,
anjiyogenez, monosit ve endotel hiicre temini ile osteogenez ve kalsifikasyon gibi siireglerde

aktif rol iistlendigine dair ilk veriler 2001 yilinda elde edilmistir (Collin-Osdoby ve ark. 2001).

Endotel hiicrelerinde OPG, hayatta kalma ve anti-apoptotik faktdér gorevi iistlenir.
Endotel hiicrelerini apoptozdan korur (in vitro) ve neovaskiilerize olmasini saglar (in vivo).
Kapiller damarlarda ise endotel hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. Bunun yan1 sira, TNF-a
varliginda endotel hiicrelerinde hiicre i¢i adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre

adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve E-selektin ifadesini uyarir (Mangan ve ark. 2007).

Ayrica OPG, adezyon molekiillerinin ifadesinde ve endotel hiicrelerine monosit
baglanma oraninda artiga neden olur. Ratlar iizerinde floresan isaretli 16kositler ile yapilan bir in
vivo ¢alismada, 16kosit/endotel hiicre adezyonunun OPG tarafindan desteklendigi goriilmiistiir
(Zauli ve ark. 2007). Bunun yani sira, aterom plak icerisinde farkli lokasyonlarda
immunohistolojik olarak tespit edilen OPG proteinlerinin esas olarak plak lezyonu igindeki

makrofajlarin yogunlugu ile korele oldugu gosterilmistir (Heymann ve ark. 2012).

Mevcut c¢aligmalar OPG’nin ateroskleroz ile iliskisini ve pro-aterojenik bir aract
oldugunu gosterse de asil rolii iizerindeki tartigmalar siirmektedir. Bazi arastirmacilar,
kardiyovaskiiler hastaliklarda gorillen OPG ifadesindeki artisin, sekonder olarak gelisen bir
denge mekanizmasinin sonucu oldugunu diisiinmektedir. Kan dolagimindaki OPG diizeylerinin,
aterom plak iginde devam eden enflamasyon siirecine yanit olarak kompleks bir kompemzasyon
mekanizmasmin bir pargasi niteliginde arttig1 disiinilmistir (Venuraju ve ark. 2010).

Transgenik hayvan modelinde yapilan bir ¢alismada, endojen OPG’nin ateroskleroza aract
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olmaktan ¢ok hastalik ile ilgili bir belirte¢ olabilecegi gosterilmistir (Morony ve ark. 2008).
Diger yandan Secchiero ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada ise, diyabet hastalarinda artmis
OPG diizeyinin T2DM’in gelisiminin erken agsamalarina isaret edilmekte ve aslinda bu durumun
endotel disfonksiyonla iliskili olabilecegi belirtilmektedir (Secchiero ve ark. 2006). Hasarli
endotel hiicrelerinin enflamasyona yanit olarak Weibel-Palade cisimciklerinden OPG salgiladigt
ve bdylece OPG’nin dolasimdaki miktarin arttirdigi gosterilmistir. Weibel-Palade cisimcikleri,
arteriyal endotel hiicrelerde bulunur ve doku yenilenmesi, enflamasyon ve anjiyogenez

stireglerine katkida bulunan pek cok proteini salgilamaktadir (Valentijn ve ark. 2011).

OPG'nin hastalik patogenezindeki belirleyici rolii, arteriyel duvardaki endotelde
hiicreler arasi1 adezyon molekiilii-1 (Icam-1), vaskiiler adezyon molekiilii-1 (Veam-1) ve
E-selektin mRNA ekspresyonunun artmasi ile baglar. Yiikselen adezyon molekiilii
seviyeleri, koroner arter tabakasini kaplayan endotele 16kosit baglanmasini arttirir.
Lokosit adezyonu, siirecin sonunda endotel disfonksiyonuna aracilik eder (Mangan ve
ark. 2007). Bagka bir deyisle, WPB'lerde immiin cevapla birlikte OPG seviyesinin
artmasi, endotel hiicrelerine monosit baglanmasiyla sonuglanir. /n vivo ¢alismalarda
16kosit adezyonunun OPG ile desteklendigi gosterilmistir (Zauli ve ark. 2007). Ayrica,
aterom plaklarda OPG ekspresyonu ve lezyondaki makrofajlarin yogunlugunun korele
oldugu tespit edilmistir (Heymann ve ark. 2012). ilerleyen asamalarda OPG, 18kosit
gociinii baglatarak aterojenik faktdr gibi hareket eder ve endotel hasarma ilerleyen

siiregte Onemli roller iistlenir (Sekil 2-5).
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Sekil 2-5: Endotel hasarimin damar yiizeyinde ilerleyisi

(A) Normal kosullarda, Ekstraseliiler Matriks (ECM) birikimi ve intima-medyada VSMC'lerin
proliferasyonu ve damar liimeninde trombosit birikimi ve monosit yapismasini onlenir. (B) Endotelyal
homeostazin bozulmast durumunda proenflamatuvar stimiilasyon goriiliir. ECM’de birikim ve VSMC
proliferasyonu uyartlir. OPG ve vWF, endotel hiicresindeki WPB'lerden birlikte salgilanir, boylece
yapisma molekiilleri eksprese edilir. (C) Lokosit yuvarlanmasi ve trombosit yapismasi baslar ve bunlar
arter duvarinda Endotel hasarina neden olurlar. Biiylime &nleyici molekiillerin eksikligi, VSMC'lerin
neointima'y1 olusturduklar1 bdlgeye goégiinii uyarir. OPG ve vWF plazmada birbirlerinden ayrilir. (D)
Lokositler arter duvari igine gog eder ve okside olmus lipitler intimal bosluga toplanir. Kopiik hiicre
olusumu baslar. (E) Son asamada, aterom plak lipit molekiilleri ve fibrin toplanmasi sonucu ilerler.

Sonug¢ olarak pek c¢ok c¢alisma artan OPG diizeyinin pro-aterojenik roliiniin altini
cizmektedir. Bu galigmalara gére OPG, aterojenik siireclerin farkli asamalarina katilmaktadir ve
endotel hiicre uyarilmasinda ve disfonksiyonunda rol oynamaktadir (Zannettino ve ark. 2005;
Mangan ve ark. 2007). Ayrica makrofaj infiltrasyonu (Heymann ve ark. 2012), diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonu (Candido ve ark. 2010) ve 16kosit adezyonunda (Zauli ve ark. 2007)
da gorev almaktadir (Sekil 2-6). Buna gore dolasimdaki artmig OPG seviyesi, endotel hiicre
hasari ile seyreden plak lezyonlarindaki diiz kas hiicrelerinin aktivasyonunu gosteren bir belirteg
olabilecegi ayrica, aterosklerozun yayilmasindan sorumlu proenflamatuvar siirecin gostergesi

olabilecegi ileri siiriilmektedir (Venuraju ve ark. 2010).



13

— - - - Endotel Lokosit adezyonunun artisi
hiicreler _| Adezyon molekiillerinin
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OPG gen ifadesinde artis ve kana Prol'iferasyopda aft'S
OPG proteinlerinin salinmasi Antiapoptotik etki

Sekil 2-6: OPG’nin endotel hiicreler iizerindeki patolojik rolii

Klinik aragtirma sonuglarma goére, OPG’nin vaskiiler sistemde ¢ift role sahip oldugu
sOylenebilir. Saglikli bireylerde, pro-aterojenik ve anti-aterojenik etkiler denge halinde
tutulurken pro-aterojenik yolaga ait cesitli risk faktorleri varliginda, kalict ve pozitif yonli
uyarida pro-aterojenik etkiler baskin hale gelmektedir (Venuraju ve ark. 2010). Diger yandan,
hayvan ve insan c¢aligmalari OPG’nin rolii hakkinda farkliliklar géstermektedir. Insanlar
iizerinde yapilan gozlemsel caligmalar, serum OPG diizeyleri ve klinik kardiyovaskiiler
hastaliklar arasina pozitif bir iligki gosterirken hayvan calismalart OPG’nin koruyucu roliinii
desteklemektedir. Bu nedenlerden 6tiirti, OPG’nin inefektif bir belirteg mi yoksa patojenik bir
faktor mii oldugunu tespit etmek i¢in daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Wajda
ve ark. 2019).

Kemiklerde ve vaskiiler sistemde OPG ifade diizeyleri diger dokulardan fazladir. Daha
once aciklandig1 gibi elde edilen tiim bu veriler 1s181nda, OPG kardiyovaskiiler hastaliklarla
iliskili bulunsada, klinikte biyobelirte¢ olarak kullanilmasi ve patojenik oneminin anlasilmasi

icin daha fazla kanitin ortaya konulmasi beklenmektedir (Caidahl ve ark. 2018).

2.5. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu (hasar1), kardiyovaskiiler risk faktorlerine verilen cevabin ve
ateroskleroz gelisiminin Onciisii olma niteligi tagimaktadir. Endotelde fonksiyon kaybi ile ortaya
ctkmaya baglayan aterosklerotik lezyonlar, aterosklerozun erken ve ge¢ mekanizmalari
tarafindan uyarilmaktadir. Bu wuyaranlar; adezyon molekiillerinin fazla regiilasyonu,
kemokinlerin artig1, lokosit adezyonu, hiicre gergirgenliginde artis, diisik yogunluklu
lipoprotein oksidasyonunda yayilma, trombosit aktivasyonu, sitokin ¢ogalmasi ve diiz kaslarin

proliferasyonu ile gd¢ii olarak tanimlanmaktadir (Kinlay ve Ganz, 1997).

Endotel hiicrelerinin normal homeostatik durumunda, enflamasyon 6nciisii faktorler hig
iretilmez veya ¢ok az miktarda {iretilir. Ancak, sigara, yaslanma, hiperkolesterolemi,
hipertansiyon, hiperglisemi gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri varliginda kronik enflamasyon

siireci baglar. Bu siire¢ ile antitrombotik faktorlerin kaybi, damar daraltan ve protrombotik
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iirlinlerin artis1 ile seyreden anormal vazoreaksiyonlar gerceklesir. Sonugta kardiyovaskiiler
olaylar i¢in risk artis1 meydana gelir. Son caligmalarda obezite, C-reaktif protein (CRP) ve
kronik enfeksiyonda, endotel hasari ile iligskilendirmistir (Bahia ve ark. 2006; Rajendran ve ark.

2013).

Endotel doku wvaskiiler homeostazda, vaskiiler tonu, kan akimmi ve pihtilasmay1
diizenleyen pek cok vazoaktif faktoriin salinmasininda iginde oldugu coklu ve kompleks
fizyolojik fonksiyonlari {istlenir. Endotel hiicrelerinin kontroliinde olan en kritik molekiil Nitrik
Oksit (NO) olmasmin yani sira endotel fonksiyonunu saglayan onemli molekiiller arasinda
endotelin-1 (ET-1), anjiyotensin II ve endotel kdkenli hiperpolarize edici faktér (EKHF)
bulunur. Damarda olusan kontraksiyona veya muskarinik reseptdrlerin aktivasyonuna cevap
olarak G-protein sinyal iletim yolag: aktive edilir ve endotelyal NO sentezi (eNOS) uyarilir. L-
arjininden {tretilen NO ve sitriilin reaksiyonu i¢in ayrica oksijen ve nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH)’a ihtiyag vardir. NO salinmasi ile ilerleyen bu siire¢ vazodilasyon,
kemotaksis inhibisyonu ve trombosit agregesyonu gibi siklik guanozin 3’,5’-monofosfat

(cGMP) aracilikli yolaklarin fonksiyonunu saglar (Hamilton ve Watts 2013).

Vaskiiler sistemin temel elemani olan endotel dokusu, vaskiiler homeostazinin zorunlu
aktif parakrin, endokrin ve otokrin yapilaridir (Bonetti ve ark. 2003). Endotel fizyolojide
meydana gelen zararli degisimler, aterosklerozun gelisiminde anahtar rol oynayan endotel
hasarina sebep olur. Aterom plaklarin ilerleyisi ve aterosklerotik komplikasyonlarin olusumu da

endotel hasarina bagl olarak gelismektedir (Anderson ve ark. 1995)

2.5.1. Tip 2 Diabetes Mellitusta Endotel Disfonksiyonu

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)’de meydana gelen hiperglisemi, endotel hiicrelerinde
NADPH seviyesinin degismesi ile sonuglanan hiicre i¢i molekiillerin redoks potansiyelini
etkileyerek fonksiyon bozukluguna neden olabilir (Sekil 2-7). Diyabette biiyiime faktorlerinin
fazla tiretilmesi hem endotel hiicrelerde hem de diiz kas hiicrelerinde proliferasyona neden

olarak neovaskiilarizasyona yol agabilir (Hamilton ve Watts, 2013).
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Sekil 2-7: Homeostazda ve diyabet varhginda Nitrik Oksit (NO) sentezi-Hamilton ve
Watts, (2013)’den

Diyabette oksidatif stres sonucu superoksit (O27) olusturan oksijenin NO’ya baglanarak peroksinitrit

(OONO) olusturmasi

Endotel disfonksiyonu ile T2DM arasinda kompleks bir iliski mevcuttur. Yas,
hiperlipidemi, hipertansiyon ve diger faktdrlerin de eklenmesi sonucu iki patoloji

arasindaki iliski karmasiklasir (Hadi ve ark. 2005).

Endotel disfonksiyonunun hem periferal hem de koroner dolasimda T2DM ile
iligkisi gosterilmigstir. Hastalarda, dolasimdaki C-reaktif protein (CRP) ve hiicre igi
adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) gibi biyobelirteclerin yiikselmis seviyeleri endotel hiicre
hasar1, aktivasyonuna ve enflamasyona isaret eder. Bunlarin yani sira von Willebrand
faktoriiniin (VWF)’1in artmis seviyeleri, endotel hiicre hasar1 ve aktivasyonunun bir
ol¢iitii olarak gosterilmistir (Landmesser ve ark. 2004). Ayrica mikroalbiiminiire endotel
hasarmin bagimsiz bir belirleyicisidir ve yaygin vaskiiler disfonksiyonu isaret eder

(Hamilton ve Watts, 2013).

Endotel hiicreleri, damardaki kan ve kas hiicreleri arasinda mekanik ve biyolojik
bir bariyer gorevi goriir. Bu bariyerde, klasik kardiyovaskiiler risk faktorleri (yas,
obezite, hipertansiyon, dislipidemi, vb.) klasik olmayan risk faktorleri (yiiksek
sensitiviteli-CRP; “hs-CRP”, karotid IMK, koroner arter kalsifikasyonu, vb.), lokal
faktorlerden kan akis gerilimi (ing. “shear stress”), genetik faktorler ve halen

arastirilmakta olan bilinmeyen faktorler (Sekil 2-8) hasara sebep olmaktadir. Endotel
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disfonksiyonu sonucunda vaskiiler lezyon, enflamasyon, vazokonstriksiyon, trombozis,

plak yirtilmasi meydana gelir (Rajendran ve ark. 2013).

Klasik risk faktorleri

Klasik olmayanrisk —* <«—  Genetik faktorler

faktorleri

<«—  Bilinmeyen faktorler
OPG??

Lokal faktorler —

‘

Endotel Disfonksiyonu

l | | | |

Vaskiiler Lezyon inflamasyon Vazokonstriksiyon Trombozis Plak yirtiimasi

Sekil 2-8: Endotel hiicre hasarinin patogenezi ve sonuglari

Gorsel; Kandasamy, Biomedical Microscopy Core, Paul D. Coverdell Center’dan almtidir.

2.5.2. Metabolik Sendromda Endotel Disfonksiyonu

Metabolik sendromun (MetS) tiim birlesenlerinin endotel doku tizerinde negatif
etkileri bulundugu i¢in, endotel disfonksiyonunun prevalansi metabolik sendromlu
hastalarda daha yiiksektir. Pek ¢ok mekanizma endotel hasarinin patogenezine dahil
olmaktadir. NO’in ortamdaki miktarinin azligi endotel hasarinda 6nemli bir rol
iistlenmektedir ve bunun nedeni reaktif oksijen tiirleri tarafindan NO inaktivasyonun
artmasidir. Ayrica, prostasiklin, endotel kdkenli hiperpolarize edici faktér (EKHF) gibi
diger vazodilatasyon faktorlerinin ortamdaki azlig1 ve/veya endotelin-1 ve anjiyotensin
I gibi vazokonstiiriktif molekiillerin aktivitesinde artis da endotel hasarimi tetikler.
MetS’nin biitiin birlesenleri tek tek endotel fonksiyonlar1 lizerinde etkilidir. Derleme

makalede belirtilen pek ¢ok calismada, hem hipertansiyonun hem de T2DM’in endotel
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hasar1 ile iliskisi gosterilmistir (Gustafson, 2010). Ayni zamanda, obezite ve

hiperkolestorolemi de endotel disfonksiyonu ile iligkilidir (Tziomalos ve ark. 2010).

MetS, pro-enflamatuvar bir durum olarak kabul edilir (Bahia ve ark. 2006). Baz1
caligmalar, MetS hastalarinda hs-CRP diizeylerinin yiikseldigini ve bu yiikseligsin MetS
bilesenlerinin sayisi arttikca daha fazlalasgtigini gostermistir (Title ve ark. 2008; You ve
ark. 2008). Bu pro-enflamatuvar durumun MetS'de, endotel disfonksiyondan
kaynaklanabilecegi, artmig hs-CRP seviyelerinin tiim c¢aligmalarda olmasa da ¢ogunda
bozulmus endotel bagimli vazodilasyon ile iligkili bulunmasindan dolayr One

stiriilmiistiir (Tziomalos ve ark. 2010).

MetS hastalarinda dolasimdaki adiponektin seviyesi azalirken leptin ile resistin
seviyeleri ise yiikselmektedir (Sekil 2-9). Adipokinler, metabolik sendrom ve endotel
disfonksiyonu i¢in sinyal molekiillerdir. Metabolik sendrom bilesenleri olarak
dislipidemi, abdominal obezite, hiperglisemi ve hipertansiyon ile endotel hasar1 ve
oksidatif stresin sonucu olarak ilerlemis ateroskleroza kadar varan bir siire¢ geligir
(Hivert ve ark. 2008). Adipokin diizeylerindeki bu degisimler endotel disfonksiyonu
gelisimine yol acabilir. Adiponektin diizeyleri hipertansif hastalarda diger risk
faktorlerinden bagimsiz olarak endotel bagimli vazodilasyon ile korele olarak tespit
edilmistir. Leptin diizeyleri obez hastalarda direkt olarak korelasyon gosterirken resistin
diizeyleri sadece endotel hasar1 olan MetS hastalarinda iliskili goriilmiistiir (Bahia ve

ark. 2006).
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Sekil 2-9: Uyaranlar ile birlikte MetS, T2DM ve endotel disfonsiyonu arasindaki
iliski-Hivert ve ark. (2008)’den degistirilerek

2.6. Vitamin D ( Kolekalsiferol)

Kolesterol kokenli olan Vitamin-D3, yagh tuzlu su baliklari, karaciger, yumurta
gibi sinirh sayida gidadan beslenme ile alinabilmektedir. Ticari olarak satilan Vitamin-
D formu ise mantar kdkenli bir sterol olan ergosterolden elde edilir (Feeney ve ark.
2014). Vitamin D3’{in biyolojik aktivitesi 1 ug’da 40 IU’dur. D3 karacigerde hidroksile
edilir ve dolagima 25(OH)D3 (25D) olarak salinir. Bu formda Vitamin D’nin yar1 6mrii
15 giindiir (Haussler ve ark. 2013).

Ik yapilan ¢alismalar Vitamin D’nin iskelet sistemindeki 6nemini gosterse de
giiniimiizde bu vitaminin en az bes fizyolojik sistem {izerinde 6nemli rolii oldugunu
gostermistir. Bagisiklik sistemi, metabolik homeostaz, kardiyovaskiiler, kas ve sinir
sistemleri, ayrica hiicre donglisii kontrolii ve neoplastik siireclerde etkili oldugu

gosterilmistir (Sogomonian ve ark. 2016; Wang ve ark. 2018).

2.6.1. Vitamin D ile Endotel Disfonksiyonu Iliskisi

Cok sayida ¢alisma, Vitamin D eksikliginin vaskiiler sertligi, oksidatif stresi,
pro-enflamatuvar yanitlari, trombosit agregasyonunu ve nitrik oksit sentezlerini
etkileyerek vaskiiler endotel fonksiyonlarini bozdugunu gostermistir. Tiim bu faktorler
ateroskleroz ve KVH'lara yol agabilmektedir. Endotelyal disfonksiyonun patogenezinde

enflamasyonun roliinii destekleyen gii¢lii kanitlar mevcuttur. Literatiir taramasi,
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Vitamin D'nin, prostaglandin ve siklooksijenaz 2 yollaklarinin inhibisyonu ve anti-
enflamatuvar sitokinlerin artmis-regiilasyonu dahil olmak {izere birka¢ yoldan

enflamasyonu baskiladigini ortaya koymustur (Nedeljkovic ve ark. 2019).

Elektif koroner anjiyografi i¢in bagvuran 624 Koroner Arter Hastasi’nda diisiik
Vitamin D diizeyleri ve yiiksek enflamatuvar belirtecler saptanmistir (Sogomonian ve
ark. 2016). Ayrica yeni tanit koroner arter hastalarinda daha yiiksek koroner arter
kalsiyum skorlar1 ve bozulmus endotelyal fonksiyonlar goézlemlenmistir (Pérez-
Herndndez ve ark. 2016). Gergekten de, D vitamini, oksidatif stres ve hiicre
yapismasinin yani sira, enflamasyonun yeniden diizenlenmesi yoluyla aktivasyon ve
disfonksiyon ile baglantili endotel biitiinliigliniin korunmasinda 6nemli bir rol oynar
(Dalan ve ark. 2014). Vitamin D takviyesi sadece bagisiklik fonksiyonunu
iyilestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda normal endotelyal fonksiyonlar i¢in trombositler
tarafindan salinan c¢esitli adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak etki eder

(Majeed, 2017).

Enflamasyon ve endotel disfonksiyonunun D vitamini eksikligi ile
gerceklestigini kanitlayan caligmalara ek olarak D vitamininin RUNX2 yolagini direk
olarak diizenleyebilecegi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin osteojenik farklilasma
siirecini dogrudan inhibe etme potansiyeli oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir

(Tamagaki ve ark. 20006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan deney hayvanlarn

Calisma Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Genetik Ana Bilim Dali’'nda 2018-2019 yillar1 arasinda gerceklestirildi. Istanbul
Mehmet Akif Ersoy Deneysel Arastirma Gelistirme ve Egitim Merkezi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan (No: 20181001) ¢alisma i¢in etik kurul onay1
alindi. Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Laboratuvar Hayvanlar1 Anabilim Dali’nda baska bir tez calismast (Anapali, M.
Yiiksek Lisans Tezi, istanbul Universitesi 2018) kapsaminda dizaym yapilarak
takip edilen 8-10 haftalik erkek Sprague-Dawley model ratlardan bu ¢alisma i¢in
aort dokularinin disseksiyonlar1 yapildi. Tez ¢aligmasi kapsaminda yediger adet
deney hayvani olarak planmasina ragmen, diyabet grubunda 14 yerine 12 ratta
basarili diyabet olusumu gozlendi ve Vitamin D tedavisi sadece 5 rata

uygulanabildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Tablo 3-1’de verilmektedir.



Tablo 3-1: Kullamlan Kimyasallar

Streptozotosin (STZ) Adipogen LifeScience AG-CN2-0046

DMSO Santa Cruz

Vitamin D DEViT-3 300.000 IU/ml I.M/ORAL Ampul,
Deva llag

D-(-)-Fruktoz Glentham Life Sciences GC9966

Ksilazin Rompun %2 Bayer

Ketamin Ketalar Pfizer

Steril Apirojen Izotonik NaCl ¢ozeltisi Medifleks Eczacibasi

TRIZOL® Reagent (15596-018) Invitrogen

0.5 M EDTA Multicell

1 M Tris Multicell

Potasyum Bikarbonat Merck

Amonyum Kloriir Merck

Absolii etanol Merck

DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma

%100’k izopropanol Sigma

Kloroform Merck

Agaroz Prona

3.1.3. Kullanilan Kitler
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Bio-Rad iScript cDNA Synthesis Kit (Katalog No. 1708890) kullanilarak cDNA

sentezi yapildi. Segilen genlerin ifade diizeylerinin kantitatif RT-PZR yontemi
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ile belirlemek icin iTaq Universal SYBR Green Supermix (Katalog No.172-

5124) kullanildt.

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3-2°de verilmektedir.

Tablo 3-2: Kullanilan cihazlar

Cihaz

Marka/Model

Nanodrop 2000

Thermo

Laminar Akig PCR Kabini

Ozkaracelik, KRB 96

Hassas Terazi

3.1.4.1. Shimadzu

Homojenizator

IKA, T 10 Ultra-Turrax

Sogutmali Santrifiij

Heraeus

PZR cihaz1 Techne, Biorad
Gergcek Zamanli PZR Roche, LightCycler 480
Mikro pipetler Eppendorf, Gilson

Elektroporez tanki

3.1.4.2. EC, Biorad

UV goriintiileme Sistemi

BioRad

Buzdolaplar1 ve derin

(+4 °C, -20 °C, -80 °C)

dondurucular

Bosch, Ugur, Dairei

Gili¢ Kaynag1

3.1.4.3. BioRad

3.2. Yontem

8-10 haftalik olarak secilen erkek Sprague-Dawley ratlar, deney baglamadan bir

gece Once a¢ birakilarak glukometre cihazi ile kuyruk veninden aglik kan glukozu

Ol¢timii yapildi ve ardindan deney gruplart baslatildi. Tiim gruplarda 2., 5., 7. ve 9.

haftalarin sonunda aglik kan glukoz dl¢limleri tekrarlandi. Deney hayvanlarinin agirlik




23

Olgtimleri her hafta alind1. Deney gruplarina verilen giinliik yem ve su miktar1 dlgiilerek
sicanlarin aldig1 giinlik kalori hesaplandi. Kalori 6lglimii yapilirken 1 gram standart
yem 2,6 kalori, 1 gram fruktoz 4 kalori olarak kabul edildi. Buna gore giinliik kalori

hesabi1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

Glinliik kalori = (tiiketilen yem miktar1 x 2,6) + (tiiketilen fruktozlu su miktart x40)/100

Kontrol gruplar1 9 hafta boyunca ¢esme suyu ve standart yem ile beslendi. Tip 2
Diabet Mellitus (T2DM) model uygulamasi ile endotel hasar1 incelemesi igin
olusturulan diyabetik gruplara ise ilk 5 haftalik siirede her giin taze olarak hazirlanan
%10’luk fruktozlu su ¢ozeltisi ve standart yem verildi. 5. haftanin sonundan itibaren 9.

haftaya kadar 4 hafta boyunca bu gruplara da ¢esme suyu ve standart yem verildi.

Kontrol gruplarinin her biri, 7 hayvan olacak sekilde iki grup olarak olusturuldu.
Kontrol grubuna secilen deney hayvanlarina deney siiresince ¢gesme suyu ve standart
yem verildi. Deneyin 2. haftasinin sonunda ag¢lik kan glukozu 6l¢limiiniin ardindan tek
doz intraperitonal (i.p) serum fizyolojik enjeksiyonu (%0,9 NaCl) yapilarak stres
seviyesi esitlendi. 5. haftanin sonunda aglik kan glukozuna bakildiktan sonra 4 hafta

siiren Vitamin D veya Serum Fizyolojik (plasebo etkisi i¢in) tedavi siirecine gegildi.

Grup I: Kontrol Grubu (K) (n=7)
5 hafta boyunca standart yem ve ¢esme suyu ile beslenen deney hayvanlari,
tedaviye dayali stresin her grupta ayni olmasi icin 5. haftadan sonra her hafta 1 kez oral

serum fizyolojik uygulandi.

Grup II: Vitamin D uygulanan Kontrol Grubu (KD) (n=7)

5 hafta boyunca standart yem ve ¢esme suyu ile beslendi. 5. haftanin sonunda
aclik kan glukozu Ol¢iimii yapilan “D vitamini kontrol grubu”na 4 hafta boyunca

haftada bir kez olmak iizere oral vitamin D (170 [U/hafta) uygulamasi yapildu.

Endotel hasarini incelemek icin olusturulan diyabetik iki deney grubunun her biri, 7 rat
olacak sekilde olusturuldu. Secilen hayvanlara 2 hafta siire ile her giin taze olarak

hazirlanan %10’luk fruktozlu su ¢ozeltisi ve standart yem verildi. Ardindan 2. haftanin
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sonunda aclik kan glukozu 6l¢iimii yapildi ve gruplardaki her bir siganin agirlig
Olgiilerek agirlik ortalamast hesaplandi. Serum fizyolojik igerisinde c¢ozdiiriilmiis
Streptozotosin (STZ) 40 mg/kg tek doz i.p. olarak uygulandi. 48 saat sonra 14 ratin
12’si aglik kan glukozlar 6l¢giilerek 160 mg/dl olanlar diyabetik kabul edildi. 5. haftanin

sonuna kadar sigcanlara igme suyu olarak %10’luk fruktozlu su verildi.

Grup III: Diyabet Grubu (F) (n=7)

5 hafta boyunca fruktozlu su ve standart yem ile beslenen gruplar, 5. haftanin
sonunda aglik kan glukozlar1 dlciilerek 4 haftalik takip siirecine alindi. Tedaviye dayali
stresin her grupta ayni olmasi icin 4 hafta boyunca haftada bir kez oral serum fizyolojik

uygulandi.

Grup IV: Vitamin D Uygulanan Diyabet Grubu (FD) (n=5)

5 hafta boyunca fruktozlu su ve standart yem ile beslenen gruplar, 5. haftanin
sonunda acglik kan glukozlar 6l¢iilerek 4 haftalik siirece alindi. 4 hafta boyunca haftada
bir kez Vitamin D uygulamasi (170 IU/hafta, oral) ile deney grubu olusturuldu.

Deneylerin sonucunda tiim gruplarda aglik kan glukozu olciildi ve
ketamine/ksilazin (60mg/kg-10mg/kg) anestezisi altinda deney sonlandirildi. Deney
hayvanlarindan aort dokular1 dissekte edilerek sivi azotta sok donduruldu ve ardindan

-80°C’de RNA izolasyonuna kadar saklandi.

3.2.1. Homojenizasyon ve Trizol ile RNA izolasyonu

-80°C dondurucuda saklanan ornekler buz lizerine alinarak ¢6ziinmeden hizlica
iizerine Trizol homojenizasyon soliisyonu eklendi (1000 mg doku i¢in 1 ml olarak).
Dokular buz iizerinde bigakli homojenizator kullanilarak pargalandi. Homojenizator
bicak uglari, her bir 6rnek homojenize edilmeden once sirasiyla DEPC’1i distile su, 4M
Guanidin isotiyosiyanat (GTC), 0.1M Sodyum Hidroksit ve tekrar DEPC’li distile
sudan gecirilerek temizlendi. Her soliisyon arasinda homojenizatdr ucu pegete ile
kurulandi. Dokular trizol icerisinde homojenat haline getirildikten sonra tekrar -80
°C’de saklandi. Total RNA izolasyonu i¢in homojenatlar buz {izerinde ¢6ziildii. Her bir
homejenat iizerine +4°C’de sogutulmus kloroform eklendi (1 ml trizol igin 0,2 ml

kloroform). 15 saniye vortekslenerek buz iizerinde 2-3 dakika inkiibe edildi. Ornekler
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sogutmali santrifiijde, +4°C’de 12.000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Akoz faz
dikkatlice yeni tiipe aktarildi. Uzerine ilk asamada eklenen Trizol miktarmin yarisi
kadar +4°C’de sogutulmus isopropanol eklendi. Alt iist edilerek karistirildi. Ornekler
gece boyu -20°C’de bekletildi. Daha sonra +4°C 12.000xg’de 10 dakika santrifiij
yapildi. Tiiplerin dip kismina ¢oken total RNA pelletine temas edilmeden mikropipet ile
stipernatan atildi ve pellet {izerine baslangi¢ Trizol miktar1 kadar +4°C’de sogutulmus
%75 Ethanol (DEPC’li su ile sulandirilmis) ile yikandi. Ardindan +4°C 7.500xg’de 5
dakika santriflij yapildi. Siipernant atildiktan sonra pellet kurumaya birakildi. Pellet
kuruduktan sonra 30 pl RNazsiz steril suda ¢oziildii. Ornekler -80°C dondurucuya

kutulanarak kaldirildi.

3.2.2. RNA Kalite ve Miktar Tayini

Dokudan Trizol kullanilarak izolasyonu yapilan total RNA’larin kalite ve
miktarlart spektrofotometrik Ol¢limlere dayanarak hesaplandi. Total RNA’larin
konsantrasyonlart NanoDrop (nd-2000, NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,
USA) cihaz ile 6l¢iildii. A260 /A280 oran1 1.9-2.0 ve A260/A230 oranlar1 ise 2.0-2.2

araliklarinda sonug¢ alinan RNA 6rnekleri kaliteli kabul edildi.
3.2.3. cDNA Sentezi

Dokudan elde edilen total RNA &rnekleri -80°C’den buz {izerine alindi. Her bir
ornegin konsantrasyonu cDNA sentez reaksiyonda 100 ng/ul olacak sekilde
hesaplanarak RNAzs1z steril su ile sulandirildi. cDNA sentezi, iScript cDNA sentez kiti
(Biorad) kullanilarak gergeklestirildi. Uygulanan protokol asagidaki gibidir.

RNA+dH,0 :15 pl
5X iScript Reaksiyon Miksi :4 pl

iScript Ters Transkriptaz :1 pl

Toplam :20 pl

Orneklerin ¢cDNA sentezi, Biorad T100 Thermal Cycler cihazinda Tablo 3-
3’deki kosullarda yapildi ve ardindan kantitasyon i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi.
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Tablo 3-3: cDNA sentezi icin 6nerilen sicaklik-zaman protokolii

Asamalar Sicaklik (°C) Zaman (dk)
Baglanma 25 5

Ters transkripsiyon 42 30

Ters transkripsiyon inaktivasyonu 85 5

Sogutma 4 10

3.2.4. OPG/RANKL Sinyal Yolaginda Arastirilan Genler icin Primer

Tasarimi

OPG/RANKL sinyal yolagina 6zgii olarak, transkripsiyon faktorleri olan Runt
iligkili transkripsiyon faktorii 2 (Runx2) ve kemik morfojenik protein 2 (Bmp-2) ile Opg
ve Rankl gen transkriptlerinin ifade diizeylerini belirlemek iizere tez ¢alismasi
kapsaminda seg¢ildi. Ayrica, Icam-1 ve Nos3 genleri, endotel hasarmi kontrol etmek
amaci ile secildi. Enflamasyon varligini belirlemek i¢in ise Tnfa ve Il-1b genleri segildi.
Kantitatif RT-PZR i¢in “housekeeping” endojen kontrol olarak Gapdh geni kullanildi.
Bu genlere 6zgii primerler internet tabanli Primer 3 (v. 0.4.0) programi araciligi ile
dizayn edildi. Primerlerin tasariminda, ileride yapilmasi planlanan g¢alismalarda, insan
gen transkript diizeylerinin de belirlenebilmesi i¢in rat ve insan homolog diziler
iizerinden primer ¢iftleri dizayn edilmeye ¢alisildi. Bunun i¢in genlerin transkriptleri
kontrol edilerek rat ve insandaki ortak bolgeler secildi. Bu ortak bolgeler Clustal W
(CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments) ¢oklu sekans hizalamas1 programu ile
tespit edildi ve ardindan Primer 3 programinda primer giftleri belirlendi. Programda
primerler ciftleri i¢in, ¢ogaltilacak amplikon boyu 50-200 arasi, erime sicakliklarr 58-
60-62 derece olarak belirlendi ve diisiik ihtimal olsa da muhtemel genomik DNA
kontaminasyonundan kac¢inmak icin farkli ekzonlara denk gelmesine dikkat edildi.
Dizayni yapilan oligoniikleotidler ortalama 21 baz ¢ifti uzunlugunda tasarlanmis olup
yakin erime sicakliginda (Tm), birbiri {izerlerine veya kendi {izerine dimerize
olmamalarina dikkat edildi. Dimerizasyon kontrolii internet tabanli OligoAnalyzer 3.1

(Integrated DNA Technologies, Inc., ABD) programi kullanilarak yapildi.
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Tablo 3-4: OPG/RANKL sinyal yolagi iliskili genler ve endojen kontrol genin ileri ve geri

primer dizileri

5-AGTGTCTATACTGCAGCCC-3'
Opg 5-CACAGGGTAACATCTATTCCAC-3’

5-AGCGCAGATGGATCCTAA-3'
Rankl

5-CAGACTCACTTTATGGGAACC-3’

5. CAAGCCAAACACAAACAGCG-3'
Bmp-2

5. TATGGCATGGTTGGTGGAGT-3'

5-GGAGAATGACCTGAGCACCT-3’
1I-1b

5-GGAGGTGGAGAGCTTTCAGT-3'

5. TTCCCAGGCATTTCATCCCT-3'
Runx?2

5-GGGAACTGATAGGACGCTGA-3'

5-CCCGAGTGACAAGCCTGTAG-3'
Tnfa 5. GATGGCAGAGAGGAGGTTGAC-3'

5. TGGCCAAAGTGACCATTGTG-3'
Nos3

5-GGCAGGGGACAGGAAATAGT-3'

5-AAGATCAAATGGGGCTGGGA-3'
leam-1 5-AATGTATGTGGGTGGGGAGG-3'

5°-AAAGGGTCATCATCTCCGCC-3’
Gapdh 5 -AGTGATGGCATGGACTGTGG-3’
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3.2.5. Arastirilan genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Endotel hasarin olusumunun test edilmesi ve OPG/RANKL sinyal yolaginin
aktivitelerinin arastilmasi i¢in Oncelikle hedef genlere 0Ozgii tasarlanan primerler
kullanilarak konvansiyonel PZR optimizasyonu yapildi. Bunun i¢in segilen iki gruptan

birer cDNA 6rnegi kullanildi.

PZR icin secilen genlerin reaksiyon igerikleri Tablo 3-5’deki miktarlarda
hazirlandi. Kullanilan primerler Tablo 3-4’deki gibidir.

Tablo 3-5: Arastirilan genlerin PZR icerikleri

dH20 10,7 pL

10x Tampon 2,5 uL
2,5 uM dNTP 2,5 uL
25 mM MgCl2 2 puL
2 uM fleri Primer 2,5 uL
2 pM Geri Primer 2,5 uL
Taq Polimeraz 0,3 uL
cDNA 2 puL
Toplam 25 uL

0.2 ml’lik PZR tiiplerinde hazirlanan reaksiyon karigimlari, Biorad T100
Thermal Cycler cihazinda ayarlanan Tablo 3-6’daki sicaklik zaman protokolii ile
calisildt ve %2’lik Agaroz jelde yiriitildi. UV 1sik altinda Etidyum Bromiir ile
boyanmis amplikon bantlar1 BioRad goriintilleme cihazinda (GelDoc-It 310 Imaging
System, UVP, UK) analiz edildi.
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Tablo 3-6: Arastirilan genlerin PZR sicaklik-zaman protokolii

Inkiibasyon 94 °C 2:00 1 siklus
94 °C 0:30

Amplifikasyon 54 °C 0:30 30 siklus
72 °C 0:30

Uzama 72 °C 7:00 1 siklus

Soguma 10 °C 0 1 siklus

3.2.6. Arastirlan Genlerin Gradiyent Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Optimizasyonu

Primerlerin en uygun baglanma sicakligimi bulmak amaciyla primer
konsantrasyonu sabit tutularak 5 farkli sicaklikta test edildi. Sicakliklar PZR cihazinin

Y ekseni boyunca ayarlandi. Her reaksiyonda 3 gen ¢aligildi.

Gradiyent PZR igin secilen genlerin reaksiyon igerikleri Tablo 3-7’deki

miktarlarda hazirlanmistir. Kullanilan primerler Tablo 3-3’deki gibidir.

Tablo 3-7: Arastirilan genlerin Gradiyent PZR icerikleri

dH20 6,45 uL

10x Tampon 1,1 uL
2,5 uM dNTP 0,3 uL
25 mM MgCl2 0,25 pL
2 uM fleri Primer 0,4 pL

2 uM Geri Primer 0,4 pL
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Taq Polimeraz 0,2 pL
cDNA 1 uL
Toplam 10 uL

0.2 ml’lik PZR tiiplerinde hazirlanan reaksiyon karisimlari, Biorad T100
Thermal Cycler cihazinda ayarlanan Tablo 3-8’deki sicaklik zaman protokoli ile
calisildi ve PZR iirlinleri %2’lik Agaroz jelde yiiriitildii (Sekil 3-1). UV 1sik altinda
Etidyum Bromiir ile boyanmis amplikon bantlar1 (Opg i¢in 233 bg, Rankl i¢in 246 bg,
Bmp?2 icin 186 be, //-1b i¢in 105 bg, Runx2 i¢in 100 be, Tnfo icin 268 bg, Nos3 igin 81
beg, Icam-1 icin 133 bg, Gapdh i¢in 197 bg), BioRad goriintiileme cihazinda (GelDoc-It
310 Imaging System, UVP, UK) analiz edildi.

53°C 54°C 55°C

Sekil 3- 1: Gradiyent PZR %?2'lik agaroz jel goriintiileri

Tablo 3-8: Arastirilan genlerin Gradiyent PZR sicaklik-zaman protokolii

Inkiibasyon 94 °C 2:00 1 siklus
94 °C 0:30

Amplifikasyon 52-56 °C 0:30 30 siklus
72 °C 0:30

Uzama 72 °C 7:00 1 siklus

Soguma 10°C 0 1 siklus
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3.2.7. Arastirlan Genlerin Kantitatif Gercek-Zamanh PZR ile Ifade

Diizeylerinin Belirlenmesi

Kantitatif Gergek-Zamanli PZR (RT-PZR) yontemi, gen ifade diizeylerini
belirlemeye yonelik kullanilmakta olup arastirma gruplarn arasinda kiyaslama
yapilabilmesini saglamaktadir. Kullanilan floresan boya (SYBR-green), ¢ift zincirli
DNA’ya baglanarak iiriin miktar1 hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar. DNA'ya
baglandiginda, boya yapisal olarak degisir ve daha az hareketli hale gelir ve enerjisinin
fliioresan olarak salinmasina neden olur. Endotel hasar1 ve OPG/RANKL yolag: ile
iligkili gen iirlinlerini aragtirmak amaci ile Ger¢ek-Zamanli PZR cihaz1 (LightCycler,
Roche Diagnostics GmbH, Germany) ve konvansiyonel PZR ve Gradient PZR ile

optimize edilen primer ciftleri kullanildi.

cDNA’lar 1:5 oraninda diliie edilerek 200 ng olacak sekilde hazirlandi. Bu dilue
cDNA orneklerinden 2’ser ul, Tablo 3-9’da gosterilen 8 pl’lik reaksiyon karisimi ile
pipetleme yapilarak 96 kuyulu plaka igerisinde kantitatif RT-PZR’lar1 yapildi.

Tablo 3-9: Arastirilan genlerin Gercek-Zamanh PZR icerikleri

iTaq SYBR Green Mix 5ul
Ileri Primer 1,5 ul
Geri Primer 1,5 ul
cDNA 2 ul
Toplam 10 pl

Kantitatif RT-PZR reaksiyonlari, 96 kuyulu plakalarda kapatict filmler ile
kapatilarak Gergek-Zamanli PZR cihazinda (LightCycler480, Roche Diagnostics
GmbH, Almanya) yapildi. Tablo 3-10’daki sicaklik-zaman protokolii uygulandi. Primer
ciftlerinin optimizasyonu sonucunda arastirilan genler iki gruba ayrildi ve gercek

zamanli PZR’de iki farkli baglanma sicakliginda ¢alisildi. Icam-1, Runx2, Bmp2, Rankl
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genleri 58°C baglanma sicakliginda ¢alisilirken Tnf, II-1b, Nos3, Opg genleri 60°C’de
calisildi (Sekil 3-2, Sekil 3-3).
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Sekil 3- 2: 58°C baglanma sicakhiginda calisilan genlerin amplifikasyon ve erime sicakhii
egrileri

A: Icam-1, B: Runx2, C: Bmp2, D: Rankl, E: Gapdh genleri 58°C baglanma sicakligindaki gergek zamanl

PZR’de amplifikasyon egrileri ve erime sicakligi egrilerini temsil etmektedir.
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Sekil 3- 3: 60°C baglanma sicakhiginda calisilan genlerin amplifikasyon ve erime sicakhii
egrileri

A:Opg, B: Tnfa, C: II-1b D: Nos3, E: Gapdh genleri 60°C baglanma sicakligindaki gergek zamanli PZR’de

amplifikasyon egrileri ve erime sicaklig1 egrilerini temsil etmektedir.
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Tablo 3-10: Arastirilan genlerin Kantitatif Ger¢cek-Zamanh PZR sicaklik-zaman

protokolii

On-inkiibasyon 98 °C 5:00 1 siklus
95°C 0:10

Amplifikasyon 60/58 °C 0:30 45 siklus
60 °C 0:30
95°C 7:00

Erime Egrisi 60 °C 1:00 1 siklus
95°C 00

Soguma 40 °C 0:10 1 siklus

Kantitatif RT-PZR’de ¢ift calisitlan ¢cDNA o6rneklerinden LC480 sisteminin
programinda “Absolute Quantification w/2nd Derivative Maximum” metodu
kullanilarak analiz edildi ve Ct degerleri elde edildi. Tiim 6rneklerin Ct verileri excel
dosyasina aktarildi. Arastirilan hedef genlerin Ct degerlerinden, Gapdh endojen kontrol
geni Ct degerleri ¢ikarilarak oncelikle Delta-Ct degerleri ardindan kontrol 6rneginin
(kalibrator olarak en diisiik Gapdh Ct’sine sahip kontrol 6rnegi se¢ildi) Delta-Ct degeri
cikartilarak Delta Delta Ct degeri hesaplandi. Tiim Orneklerin rolatif kantitasyon

(degisim katsayisi) degerleri, 2”*-Ortalama Delta Delta Ct degeri hesabi ile belirlendi.

Aragstirillan her genin rdlatif kantitasyon degerleri yukaridaki formiile gore
hesaplandi ve gruplar arasinda mRNA ifade diizey farkliliklar1 birbirleri ile kiyaslandi.
Bunun i¢in, 2’1i gruplar arasinda Mann-Whitney U testi (normal dagilima uymadiklar
icin) ve 2’den fazla grup karsilagtirmasinda Kruskal-Wallis testi ile istatistiksel olarak
SPSS programinda (21.0 versiyonu, Chicago, IL) analiz edildi. Deney hayvanlarinin
gruplar arasinda aglik kan glukoz, agirlik ve kalori hesaplarinin karsilagtirilmasinda
ANOVA testi kullanildi. Hedef gen ifade diizeyleri, hem kendi aralarinda hem de aglik

kan glukoz diizeyleri ve rat agirlik takipleri gibi siirekli degiskenler ile Sperman’s testi




35

kullanilarak korelasyonlar1 incelendi. Korelasyon Katsayist (r), 0.00-0.25 (cok zayif),
0.26-0.49 (zayif), 0.50-0.69 (orta), 0.70-0.89 (yiiksek), 0.90-1.00 (cok yiiksek)
degerlerine gore degerlendirildi. p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, ateroskleroz gelisiminin ilk basamagi olan endotel hasarinda,
OPG/RANKL sinyal yolaginda rol alan genlerin mRNA ifade diizeyleri ve Vitamin D
tedavisi ile ifade diizeylerindeki degisimler arastirildi. Bunun igin, kontroller ile birlikte
diyabetik ratlar ve bunlarin Vitamin D uygulamasi yapilan gruplar olmak {izere toplam
4 grupta secilmis hedef genlerin ifade diizeyleri karsilastirildi. Daha 6nce modifiye
edilerek T2DM modeli olusturulan ¢alismada deney gruplarinin karaciger dokularinda
(Anapali, M. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi 2018) immunohistokimyasal
olarak resveratrol, vitamin D ve kombine tedavisinin enflamasyon, endoplazmik
retikulum (ER) stresi, apoptoz ve proliferasyon iizerine etkisi incelenmis ve olusturulan
modelin diyabet olusumunda etkin oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada ise deney
hayvanlarimin takiplerine ve tedavi uygulamasina aktif olarak katilindi ve dort deney
hayvani grubu, 9. Hafta sonunda sakrifiye edilerek aort dokular: dissekte edildi. Diyabet
sebebi ile aort dokularinda meydana gelen endotel hasarinda OPG/RANKL sinyal
yollag: aktiviteleri mRNA diizeyinde incelendi.

Bu calismada arastirilan 4 deney grubunda yer alan ratlarin deney baslamadan
once ve devam ederken aclik kan glukoz degerleri ile her giin verilen su ve yem
miktarlar1 not edilerek hesaplanmis giinliik kalori alimlar1 ve deney siiresince degisen
viicut agirliklart (Anapali, M. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi 2018) daha
onceki caligmada detayli olarak verilmistir. Ancak bu ¢alismaya dahil edilen
gruplardaki ratlarin verileri asagida verilmektedir. Daha sonra aort dokusunda

belirlenen gen ifade diizeyleri ile bu veriler karsilagtirmali analizleri yapildi.

4.1. Achik Kan Glukozu Seviyesi

Deney modeli olusturmadan once ¢alismaya dahil edilen tiim ratlarin aglik kan
glukoz degerleri Olgiildii. Bu degerler istatistiksel olarak analiz edildiginde 4 grup
arasinda anlaml fark olmadigi saptandi (p>0,05). Deneyin baslangicindan itibaren 2
hafta boyunca %10’luk fruktoz uygulanan test gruplari ve ¢esme suyu verilen kontrol
grubunda aglik kan sekeri ol¢limii tekrar yapildi. Fruktoz uygulanan Diyabet-kontrol
(F), vitamin D-endotel hasar1 (FD), gruplar ile fruktoz uygulanmayan saglikli kontrol
(K), vitamin D-kontrol (KD) gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu

(p<0.001). Diyabet olusturmak icin uygulanan STZ’den (40 mg/kg, i.p) 48 saat sonra
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yapilan aglik kan glukoz 6l¢iimlerinde F, FD ile K, KD gruplari arasinda ileri derecede

anlamli fark saptandi (p<0.001). 5. Hafta (STZ uygulamasindan 3 hafta sonra) olan

tedavi baslangicinda yapilan aclik kan glukozu o6lgiimleri

istatistiksel olarak

degerlendirildiginde F ve FD gruplar1 ile K ve KD gruplar1 arasinda ¢ok ileri derecede

anlamli farkin devam ettigi goriildii (p<0.001). 4 haftalik Vitamin D uygulamasinin

ardindan yapilan 6l¢iimde aclik kan glukozunun uygulama grubunda diistiigii gézlendi.

F grubu ile tiim gruplar arasinda ¢ok ileri derecede anlamli fark (p<0.001) devam

ederken, tiim kontrol gruplari ile FD grubu (p<0,01) arasinda anlamli fark bulundu

(Tablo 4-1, Sekil 4-1).

Tablo 4-1: Deney gruplarina ait achk kan glukozlar: (mg/dl) ortalamasi

Olgiim F (n=7) FD (n=5) K (n=7) KD (n=7) | P degeri*
zamani/Gruplar
Baslangig 72,57 £2,99 74,8+2,94 74,43+ 3,31 | 73,29+2,43| 0,524
2. hafta sonu, 100,43+14,61 106,2+ 9,23 73,14+ 4,74 | 74,14+ 3,24 0,0001
STZ 6ncesi
STZ’den 208,57+ 27,34 | 225,0+ 32,43 74,14+ 2,27 | 74,71+ 4,82 0,0001
sonraki 48. saat
5.hafta 207,29+ 24,74 | 216,0£ 27,24 75,43+ 2,22 | 76,00+ 3,05| 0,0001
7.hafta 206,00 £28,05| 173,00 £ 17,32 | 74,14 £1,68 | 76,14 +2,19| 0,0001
9.hafta 207,14 £249 | 120,8 £16,69 74,71 £3,30 | 73,14+ 1,77) 0,0001

(K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD)
*ANOVA testi
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Sekil 4-1: Achik kan glukozu takibi (mg/ d1)
K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD

4.2. Viicut Agirhig Olciimleri
Tablo 4-2: Deney hayvanlarinin viicut agirhklarinin (gr) ortalamasi
Olgiim F (n=7) FD (n=5) K (n=7) KD (n=7) p
zamant/ degeri
Gruplar
Baslangic | 216,93443,92 | 229,90+58,09 | 175,57+10,47 | 217,78+9,68 | 0,049
2.hafta 259,1£ 52,48 | 240,4+57,28 239,14+12,87 | 233,57+11,8 | 0,238
5.hafta 234,3+£80,11 | 280,9+16,91 303,3+18,41 280,85+16,9 | 0,065
9.hafta 258,71+69,16 | 272,0+92,26 331,29+14,81 | 308,14+31,7 | 0,058

(K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD)
*ANOVA test
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Calismaya dahil edilen ratlarin deney siirecindeki fiziksel degisimleri takip edildi.
Tiim hayvanlarda belirli araliklarla agirlik 6l¢iimleri yapildi. Vitamin D uygulamasina
baslanan 5. haftada ve deneyin sonunda ise tiim gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda

aralarinda anlamli bir fark gézlemlenmedi (p>0.05) (Tablo 4-2, Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: Viicut agirhg takibi (gr)

K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD

4.3. Giinliik Kalori Alim1 Tespiti

Deney siiresince deney hayvanlarinin giinliik tiikettigi yem ve fruktozlu su
miktarlar1 kaydedilerek giinliilk kalori alimlar1 hesaplandi. 2 haftalik fruktoz alimi,
intraperitonel STZ uygulamas1 yapilarak {i¢ haftalik fruktoz alimi ile tamamlanan 5.
haftanin ve vitamin D takviyesinin saglandig1 dort haftalik periyodun kalori tiiketimleri
dikkate alind1 (Tablo 4-3, Sekil 4-3).

Deneyin ilerleyen siireglerinde diyabet grubu (F) ve vitamin D tedavisi uygulanan
diyabet grubu (FD) siganlarin giinliik kalori alimlar1 saglikli kontrol gruplarina (K, KD)
kiyasla ileri derecede anlamli bulundu (p=0,001).



Tablo 4-3: Giinliik kalori alimlar (kcal/kg) ortalamasi

Zaman/ | F (n=7) FD (n=5) K (n=7) KD (n=7) P degeri*
Deney

Gruplari

2.hafta 74,05+6,83 70,23+4,68 55,3+£2,94 59,81+ 5,06 | 0,001

3.hafta 75,43+£4,28 | 69,98+4,41 53,9+ 3,53 60,08+4,7 0,001

5.hafta 75,51£5,04 69,68+5,0 53,9+ 3,53 58,11+ 4,28 | 0,001

9.hafta 73,85+4,17 72,86+1,52 56,31£2,5 59,15+ 1,18 | 0,001

(K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD)

*ANOVA test
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4.4. Aort Dokusunda Opg ve Rankl mRNA ifade Diizeyleri

Rat aortlarinda diyabet gelisimine bagli endotel hasarinda, deney gruplari
arasinda Kruskal Wallis testine gore Opg mRNA ifade diizeyleri arasinda anlamli fark
saptand1 (p=0,013) (Sekil 4-4). Man Whitney U testi ile ikili grup karsilastirmalarinda,
diyabetik ratlardaki (F grubu) Opg mRNA ifade diizeyi, kontrole (K grubu) gore
anlamli olarak arttig1 saptand1 (p=0,004). Vitamin D uygulanmig diyabet grubunda (FD
grubu) ise diyabetli ratlara (F grubu) gore anlamli bir azalma tespit edildi (p=0,03).
Deney gruplar arasinda yapilan Rankl mRNA ifade diizeyleri ise muhtemelen ifade
diizeyi ¢ok az oldugu i¢in tiim aort doku Orneklerde tespit edilememis olup gruplar

arasinda anlaml fark gézlenmedi (p=0,597) (Sekil 4-5).
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Sekil 4-4: Deney gruplar arasinda Opg mRNA ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

*p < 0,005 kontrol grubuna kiyasla, *p< 0,05 diyabet grubuna kiyasla
K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD
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Sekil 4-5: Deney gruplar arasinda Rankl mRNA ifade diizeyi degisimi

K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD

4.5. Aort Dokusunda II-1b ve Tnfa mRNA Ifade Diizeyleri

Diyabet modelinin uygulandigi 9 hafta boyunca se¢ilen enflamasyon belirtecleri
olan Tnfa ve II-1b mRNA ifade diizeylerindeki degisim Sekil 4-6 ve Sekil 4-7’de
gosterildi. Deney gruplar1 arasinda Kruskal Wallis testine gore //-1b aortik mRNA
diizeyi anlaml fark goriiliirken (p=0,023) 7nfa mRNA ifade diizeylerinde de degisim
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (p=0,172). 1I-1b
gen ekspresyonu ikili karsilastirmada kullanilan Mann Whitney U testi sonucunda
diyabet grubunda kontrole gore anlamli bir artis mevcuttur (p=0,017). Vitamin D
uygulanan diyabet grubunda ise diyabet grubuna kiyasla anlamli bir fark gézlemlendi

(p=0,030).
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Sekil 4-6: Deney gruplar arasinda I/-1b gen ekspresyonu degisimi

*p < 0,005 kontrol grubuna kiyasla, *p< 0,05 diyabet grubuna kiyasla
K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD
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Sekil 4-7: Deney gruplar arasinda 7nfa mRNA diizeyi degisimi

K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD
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4.6. Aort Dokusunda Nos3 ve Icam-1 mRNA ifade Diizeyleri

Aort dokusunda yapilan analizlerde endotel hiicre hasar1 belirteci olarak segilen
Nos3 ve Icam-1 mRNA ifade diizeylerindeki degisim Sekil 4-8 ve Sekil 4-9°da verildi.
Kruskal Wallis testine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0,05). Bununla birlikte Mann Whitney U testine gore diyabet
grubundaki /cam-1 mRNA ifade diizeyi kontrol grubuna goére sinirda anlamli bir artig
oldugu belirlendi (p=0,067). Vitamin D uygulanmis diyabet grubunda diyabet grubuna
kiyasla Icam-1 ve Nos3 mRNA diizeylerinde azalma olmasina ragmen istatiksel olarak

anlamli bulunmadi (Sekil 4-9).
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Sekil 4-8: Deney gruplar: arasinda Icam-1 mRNA diizeyi degisimi

K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD
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Sekil 4-9: Deney gruplar: arasinda Nos3 mRNA diizeyi degisimi

K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD

4.7. Aort Dokusunda Runx2 ve Bmp2 mRNA ifade diizeyleri

Aort dokusunda yapilan analizlerde OPG sinyal yolaginda énemli transkripsiyon
faktorleri olarak bilinen Runx2 ve Bmp2 mRNA ifade diizeylerindeki degisimler, Sekil
4-10 ve Sekil 4-11°de verildi. Kruskal Wallis testine gore dort grup arasinda Bmp2
mRNA ifade diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlendi (p=0,048).
Bununla birlikte Mann Whitney U testine gore diyabet grubundaki Bmp2 mRNA ifade
diizeyleri kontrol grubuna gore ¢ok anlamli bir artis gdsterdigi belirlendi (p=0,008).
Vitamin D uygulanmis diyabet grubunda ise diyabet grubuna kiyasla Bmp2 mRNA
diizeyinde anlaml1 bir degisiklik tespit edilemedi (p=0,232) (Sekil 4-10). Runx2 mRNA

diizeyinde ise gruplar arasinda anlamli fark goriilmemektedir (Sekil 4-11).
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Sekil 4-5: Deney gruplar1 arasinda Bmp2 mRNA diizeyi degisimi

#p< 0,005 kontrol grubuna kiyasla

K:Saglikli kontrol, KD:Kontrol-vitaminD, F:Diyabet, FD:Diyabet-vitaminD
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Sekil 4-6: Deney gruplar arasinda Runx2 ifade diizeyi degisimi
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9 haftalik deney protokoliiniin sonunda dort gruptan toplanan aort dokularinda
yapilan analizlerde arastirilan genlerin mRNA ifade diizeyleri Tablo 4-4’de
verilmektedir. Tablo 4-4’de Rankl mRNA ifadesi degerleri belirlenebilen 6rnek sayilar
ayrica belirtildi. Rankl, tim arastirma grubunun yaklasik yarisinda (% 54’tinde) aort
dokusunda ifade edilmedigi tespit edildi.

Tablo 4-4: 9 hafta sonunda deney gruplarindan alinan aort dokusunda hedef genlerin
ifade diizeyleri

Gen transkriptleri K (n=7) KD (n=7) F (n=7) FD (n=5)

Tnfa 2,72 +£ 4,06 0,33+0,5 1,2+1,4 0,16 +£0,15

1I-1b 0,48 + 0,48 2,87 £3,84 5,7+£34 1,27 £ 1,09

Nos3 9,34+ 17,12 2,33 +3,09 6,84 + 6,15 2,15+3,45

Opg 1,23 £ 0,88 2,55 +4,43 145,18 £200,58 8,2 +15,59
Icam-1 1,44 £0,72 18,46 +£21,2 21,91 £ 24,27 25,88 +£36,18
Runx?2 1,82 £1,35 1,21 £ 0,68 1,58+04 3,3+2,69
Bmp-2 0,94 +0,88 1,77 £1,99 3,6 £2,64 3,95+ 4,46
Rankl 1,00 (n=1) 2,93 +£2,28 (n=3) 0,74+ 0,62 (n=3) 0,97 + 1,11 (n=5)

*Kruskal Wallis ve **Mann-Whitney U testleri, p<0,05.

4.8. Korelasyon Analizleri

Calismamizda ayrica hem tiim grupta hemde her bir grup ayrn ayn
OPG/RANKL yolaginda rol alan hedef genlerin mRNA ifade diizeylerinin birbirleri ile
olan korelasyonlar1 ile aclik kan glukoz diizeyi ve agirlik takip degerleri ile
korelasyonlar1 Sperman’s testi ile incelendi (Tablo 4-5). Buna gore //-1b, Nos3, Icam-1
mRNA ifade diizeyleri, STZ Oncesi kan sekeri, 5., 7. ve 9. hafta kan sekeri degerleri ile
Opg diizeyinin pozitif yonde korele oldugu saptandi. Korelasyon degerleri Tablo 4-5’de
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verilmektedir. Agirlik ol¢timleri ile Opg mRNA diizeyleri arasinda ise anlamli bir

korelasyon tespit edilemedi.

Tablo 4-5: Tiim deney gruplarinda Opg mRNA ifade diizeyi ile diger siirekli degiskenler
arasindaki korelasyonlar

Korelasyon katsayisi () P
Tnfa 0,24 0,258
1-1b 0,847 0.000
Nos3 0,699 0,000
Icam-1 0,622 0,003
Runx2 0,103 0,617
Bmp?2 0,255 0,218
Rankl 0,210 0,513
Baglangig kan sekeri 0,048 0,817
2. hafta sonu, STZ 6ncesi kan sekeri 0,437 0.026
STZ’den sonraki 48. saat kan sekeri 0,372 0.061
5.hafta kan sekeri 0,423 0.031
7 hafta kan sekeri 0,442 0.024
9.hafta kan sekeri 0,613 0,001

Arastirma kapsaminda mRNA ifade diizeyleri belirlenen hedef genlerin
biyolojik siireclerde birbirleri ile olan etkilesimleri biyoinformatik veritabanlar1 araciligi
ile incelendi. Sekil 4-12 ve Sekil 4-13’te arastirilan molekiillerin birbirleri ile

etkilesimleri verilmektedir.
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Sekil 4-7: Arastirilan hedef genlerin birbirleri ile etkilesimi

Tnfsf11/ RANKL, Tnfsf11b/ OPG, Tnf/ TNFa, NOS3, ICAMI, IL-1B, BMP2 ve RUNX2 arasindaki
etkilesimler gosterilmektedir. Yesil ile renklendirilen ok aktivasyonu, kirmizi ¢izgiler negatif yonlii etkiyi
ve sar1 ¢izgiler transkripsiyonel regiilasyonu ifade etmektedir. Molekiillerin renklendirilisi onlarm hangi
biyolojik siireglere dahil oldugunu gostermektedir. Koyu kirmizi renge sahip olanlar molekiiler
fonksiyonlarin regiilasyonunda rol alir, koyu mavi renktekiler ise immiin sistem siireglerinde rol alan

molekiilleri ifade etmektedir. Sekil, STRING Database 11.0 kullanilarak elde edilmistir.
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Sekil 4-8: Arastirilan molekiillerin islev gordiikleri yolaklara gére tanimlanmasi ve
etkilesim haritasi

Islevsel yolaklar renklendirilerek verilmektedir. Kirmizi; NF-kappaB Sinyal Yolagi, mavi; ateroskleroz ve

vaskuler gerilim, sari; sitokin-sitokin reseptor etkilesimi, yesil; TNF sinyal yolagini ifade etmektedir. Sekil,

STRING database 11.0/ Analysis/ KEGG Pathways kullanilarak elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Asil olarak kemik biyolojisini kontrol etmekten sorumlu olan RANKL ve OPG
proteinleri, ayn1 zamanda pek ¢ok metabolik siiregte Onemli roller oyanayan iki
sitokindir (Voronkina ve ark. 2019). RANKL osteoklastogenezi baglatmak i¢in hiicresel
reseptorii olan RANK'a baglanir. Buna karsilik, RANKL'!m tuzak reseptér OPG'ye
baglanmasi osteoklastogenezin inhibisyonu ile sonuglanir (Khosla, 2001; Rochette ve
ark. 2019) OPG/RANKL sitokin sistemi yaygin olarak kemik metabolizmasi tizerinde
calisilmis olmasina karsin, hayvan modelleri {izerinde yapilan ¢alismalarda vaskiiler
kalsifikasyonu kontrol ettigi gozlemlenmistir (Klejna ve ark. 2009; Loudon ve ark.
2018). Bu c¢alismada, OPG/RANKL sisteminin metabolik hastaliklarin vaskiiler
sistemdeki ilk patolojisi olan endotel hasarma verdigi yanit, Tip 2 Diabetes Mellitus
(T2DM) hayvan modeli iizerinde arastirildi. Opg mRNA diizeyinin diyabet grupta diger
gruplara gore ileri derecede arttig1 (Sekil 4-4) ve Rankl mRNA ifade diizeyinin ise
anlamli Olgiide degismedigi (Sekil 4-5) tespit edildi. Bunun yami sira diyabetli
hayvanlarda kontrol grubuna gore artan //-/b mRNA ifade diizeyi endotel hiicrelerdeki

enflamasyonu isaret etmektedir.

BMP2 ise kemik formasyonu ve mineralizasyonunda rol alan 6nemli bir
anabolik faktordiir. Kemik gelisimi sirasinda BMP2 uyarisi ile osteoblastik farklilasma
ve Runx2 mRNA ifadesi gergeklesir. Hem BMP2 hem RUNX2; RANKL’in mRNA
ifadesini diizenleyen iki transkripsiyon faktoridiir (Di Bartolo ve ark. 2013). Bu
calismada Bmp2 mRNA diizeyi kontrol grubuna kiyasla diyabet grubunda ¢ok anlamli
bir artis gosterdigi (p=0,008) bulundu. Ancak Runx2 mRNA diizeyinde anlamli bir
degisim gozlemlenmemistir. Bartolo ve ark. yayinladiklar1 calismaya gore yiiksek yagl
diyet uygulanan TRAIL™ ApoE'/' transgenik farelerin aort dokusunda da Runx2 mRNA
diizeylerinde benzer olarak anlamli bir degisim tespit edilememistir (Bartolo ve ark.
2013). Buna karsin, Enomoto ve ark.’larinin gerceklestirdigi baska bir calisma ise
Runx2”" farelerde osteoklast farklilasmasi i¢in Runx2’nin uyarisi ile Rankl seviyesindeki
artisin gerekli oldugunu karaciger dokusunda gostermistir (Enomoto ve ark. 2003).
Bmp2’deki anlamli degisim ise endotel dokudaki kalsifikasyon baslangicinin gostergesi

olabilir.
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Calismamizda Opg mRNA ifade diizeyi 1l-1b, Nos3, Icam-1 mRNA ifade
diizeyleri (sirast ile r=0,847, p=0,0001; r=0,699, p=0,0001; r=0,622, p=0,003) ve aclik
kan sekeri dlgiimleri ile korele bulundu. Bu korelasyon endotel hasar1 ve enflamasyon
belirteclerinin Opg mRNA ifade diizeyindeki artigla gii¢clii bir sekilde korele oldugunu
gosteren Onceki deneysel caligmalar1 destekler niteliktedir (Vaccarezza ve ark. 2007,
Bernardi ve ark. 2014). Ancak metabolik sendromlu hastalarin plazma diizeyleri
kullanilarak yapilan 6nceki klinik ¢aligmada bu iliski belirlenememistir (Dallmeier ve
ark. 2012). Deneysel hayvan modellerinde ulasilan sunuglar gii¢lii korelasyonu isaret
etmesine karsin kohort calismalarinin tam olarak ayni sonucu vermemesi genetik
heterojenite ve hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaclar ile ilgili olabilecegini
diisiindiirmtustiir. Buna ek olarak, belirli araliklarla yapilan aclik kan sekeri 6l¢iimleri;
STZ uygulamas1 oncesi, 5., 7. ve 9. hafta kan sekeri degerleri Opg mRNA diizeyi ile
anlamli bulundu (siras1 ile =0,437, p=0,026; r=0,423, p=0,031; r=0,442, p=0,024 ve
=0,613, p=0,001). Aclik kan sekerindeki artisin Opg mRNA diizeyindeki artis ile
anlamli sekilde korelasyonu OPG’nin Tip 2 Diabetes Mellitus’un ilerleyisi ile olan
giiclii iliskisini desteklemektedir (Secchiero ve ark. 2006; Vaccarezza ve ark. 2007).

Bu tez caligmasinda arastirilan genler birden ¢ok sinyal yolaginin ortak
elemanlar1 olup bu slireglerde anahtar rol oynamaktadirlar. Nitekim arastirma
kapsaminda yapilan biyoinformatik analizlerde bu genlerin biyolojik stireclerdeki rolii
ve birbirleri ile olan etkilesimleri belirlendi. Buna goére, BMP-2, NOS3, OPG, RANKL,
ICAMI, IL-1b ve TNF’in hiicre i¢i molekiiler fonksiyonlar1 regiile ederken gorev
alirken IL-1b, ICAM1, TNF, OPG, RANKL ayni zamanda immiin sistem siireglerine
dahil olmaktadir. RANKL, TNF, IL-1b ve ICAM1; NK-kB sinyal yolagi, NOS3, TNF,
ICAMI, IL-1b; ateroskleroz ve vaskiiler gerilimi, ICAM1, TNF, IL-1b; TNF sinyal
yolagi, OPG, BMP2, RANKL, TNF, IL-1b; sitokin-sitokin etkilesiminde yer alir
(Baud’huin ve ark. 2013; Pérez De Ciriza ve ark. 2015). T2DM grubunda tespit edilen
kontrole gore artmis /I-1b, Bmp2 ve Opg mRNA ifade diizeyleri, NF-kB ve TNF sinyal
yolagmin aktive oldugunu, aterosklerotik siireclerin bagladigin1 ve sitokin-sitokin
etkilesimin arttigin1 gostermektedir (Bartolo ve ark. 2013). Nos3, Icam-1, Tnfa, Runx?2
ve Rankl genlerinin mRNA diizeylerindeki anlamli olmayan degisimlerin diyabetik
uygulama siiresi olan 5 haftanin yeterli olmamasindan veya Vitamin D uygulama
siirecindeki son 4 haftalik standart yem ve igme suyu ile beslenme siirecinden

kaynaklanmig olabilir. Deney gruplarinda Rankl mRNA ifade diizeyi olduk¢a diisiik
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bulunmugtur. Bunun temel sebebi normal kosullarda endotel hiicrelerinde RANKL
anlattimmin olmamasidir (O’Brien, 2010). Ancak Collin-Osdoby ve arkadaslari,
enflamatuar sitokinler olan IL-1 ve TNFo’nin, insan mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinde Rankl mRNA diizeyini, in vitro osteoklast olusumunu tesvik etmek icin
yeterli seviyelerde uyardigini gostermislerdir (Collin-Osdoby, 2004). Bu caligmada
gosterilen //-1b mRNA diizeyindeki anlamli artiga karsin Rankl mRNA diizeylerindeki
diistik anlatim, 5 haftalik siirecin yeterli olmadigina isaret ediyor olabilir. Buna karsin
Opg mRNA ifadesindeki Rankl’a kiyasla gozlemlenen hizli yiikselis onceki in vitro
caligmalar ile uyumludur (Tai ve Inoue, 2019). RANKL’1n, damar duvarinda diiz kas
hiicrelerinde (VSMC) fiiretilerek endotel hiicreler ig¢in hayatta kalma faktorii goérevi
gordiigii Kim ve ark.’larmin &nceki ¢alismalarinda gosterilmistir. Oyleki RANKL,
endotel hiicrelerdeki hayatta kalma uyarisin1 Fosfoinositid-3 Kinaz/Protein Kinaz B (PI

3’-kinase/Akt) yolagini aktive ederek yapmaktadir (Kim ve ark. 2003).

Enflamasyonda rol oynayan pek ¢ok sitokin, kemik yikimi uyaricis olabilir. IL-
Ib ve TNFa, kemik matris bilesenlerinin degradasyonuyla sonucglanan diizenleyici
genleri uyardig1 gosterilmistir (Toffoli ve ark. 2016). Bu calismada //-7/b’nin aort
dokusunda mRNA diizeyleri diyabet grubunda anlamli 6l¢iide arttig1 bulundu. Onceki
caligmalar IL-1b tarafindan yonetilen RANKL/RANK mekanizmasinin osteoklast
farklilagmasini uyardigini géstermistir (Kim ve ark. 2009). Ayrica IL-1b, ateromplakli
damarlarda Opg mRNA ifadesindeki artisi uyaran en dnemli sitokinlerden biri olarak
gosterilmistir (Venuraju ve ark. 2010a). Caligmamizda, Opg mRNA seviyesindeki artisa
korele olarak artan //-/b mRNA seviyesi literatiirle uyumludur. Diger yandan vitamin D
uygulanmis diyabet grubunda ise //-1b ve Tnfa mRNA diizeyinin diyabet grubuna gore
diistiigii tespit edildi. Bu sonuglar enflamasyonun hastalik siirecindeki ilerleyisini
gostermekle birlikte Vitamin D uygulamasinin enflamasyonu baskiladigini destekleyici
niteliktedir (Nedeljkovic ve ark. 2019). Aym sekilde Opg mRNA diizeyinin
enflamasyonla orantili olarak Vitamin D uygulamasi ile birlikte diistigi
gbzlemlenmigtir. Hem TNFo hem de IL-1b, OPG'nin vaskiiler hiicrelerden salinmasini
uyarabilir. Bu bulgu, vaskiiler hastalikla iliskili dolasimdaki OPG'de artis oldugunu
gosteren ¢esitli klinik ¢aligmalarla uyumludur (Knudsen ve ark. 2003; Loudon ve ark.
2018; Nedeljkovic ve ark. 2019). Literatiirde halen dolasimdaki OPG seviyelerinin

dogrudan vaskiiler kalsifikasyonun olusumunda yer alip almadigi ya da artan OPG
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seviyelerinin kalsifik aterosklerotik dokudaki asir1 mineralizasyonu engelleme
girisimlerini yansitip yansitmadigr acik degildir (Olesen ve ark. 2005; Morony ve ark.
2008; Ostri¢ ve ark. 2019).

Bu tez ¢aligmas1 sonucu ulagilan veriler diyabetin Opg mRNA diizeyi ve aorttaki
OPG/RANKL oranini arttirdigini ve diyabetin baslangicinin OPG artist ile iligkili
oldugunu gosteren Onceki deneysel calismalarla uyumludur (Bucay ve ark. 1998;
Bjerre, 2013; Tai ve Inoue, 2019). Bu goézlemlerle tutarli olarak, ¢alismamizda aortik
OPG'nin sadece diyabetli ratlarin grubunda 6nemli dlctlide arttigir bulundu. Bu bulgular
birlikte ele alindiginda, diyabet ve/veya kardiyovaskiiler hastaliklarda endotel
dokusunun artan OPG seviyelerinin kaynagi olabilecegi hipotezini desteklemektedir

(Anderson ve ark. 1995; Landmesser ve ark. 2004).

Dokudaki OPG seviyesinin artmasi, sadece bir risk belirteci degil, ayn1 zamanda
ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastalik gelisimi i¢in bir risk faktorii olabilecegi
belirtilmelidir (Pérez de Ciriza ve ark. 2014; Loudon ve ark. 2018). Hayvan modelleri
iizerinde yapilan arastirmalar OPG'nin glukoz metabolizmasinin diizenlemesinde rol
oynadigima isaret etmektedir; dyleki OPG enjeksiyonlar1 6nemli risk faktdrlerinden
birini temsil eden glikoz seviyelerinin artmasi ile sonuglandigi onceki caligmalarda
gozlemlenmistir (Bernardi ve ark. 2014; Toffoli ve ark. 2016). Ikinci olarak, ¢alismalar
OPG'nin damar sisteminde proenflamatuar ve profibrotik etkileri oldugunu gostermistir
(Zauli ve ark. 2007). Bu etkisi ile uyumlu olarak diyabet grubumuzda OPG'nin endotel
hiicrelerine l6kosit adezyonu ile paralel olarak enflamasyonla birlikte artis1 dikkat

cekmektedir.

OPG, endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri ve epitel hiicreler gibi ¢ok cesitli
hiicrelerde anlatim yapmaktadir, ayrica endotel hiicrelerde (EC) immiino-komponent
hiicre biyobelirteclerinin uyarist sonucunda ifade edilir (Voronkina ve ark. 2019). OPG
aktivitesi, hem EC'lerin hayatta kalmasina izin verir hem de aterojenik molekiillerin
arter duvart i¢inde proliferasyonunu ve gogiinii etkiler (Bahia ve ark. 2006). Endotel
hiicrede von Willebrand Factor (vWF) de OPG gibi endotel hasarina aracilik eder
(Blann ve ark.1995; Shahbaz1 ve ark. 2007). Weibel-Palade cisimcikleri (WPB'ler)
tarafindan OPG ile birlikte iiretilen vWF, tromboza yardimci olmaktan ve trombosit

yapismasinda kofaktor olarak gorev yapmaktan sorumlu biiyiik bir glikoproteindir. Hem
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WPB'lerde hem de plazmada OPG ile birlikte bulunur. OPG ve vWF kompleksinin

salgilanmasi, vVWF aracili hemostazin in vivo roliinli diizenler (Zannettino ve ark. 2005).

OPG'nin diizenleyici rolii, EC'lerin hayatta kalmas1 ve ¢ogalmasini saglamaktir
(McGonigle ve ark. 2009). OPG proteininin WPB'lerden salinmasint TNFa ve IL-18
gibi pro-enflamatuar sitokinlerin uyardigt in vitro c¢alismalarda gosterilmistir
(Zannettino ve ark. 2005). Bu nedenle OPG'nin endotel hasarinin ilk agamasinda
potansiyel bir biyobelirte¢ oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica, hipertansiyonu olan
hastalarda yapilan bir ¢caligmada asimetrik dimetil arginin (ADMA) ve arteriyel sertlik
gibi endotel hasar1 belirteclerinin OPG ile pozitif iligkili oldugunu gosterilmistir
(Tsioufis ve ark. 2011). Bu ¢alismada rat serumlarinda OPG diizeyleri 6l¢iilemedigi igin
diyabete bagli olarak da gelisen aterosklerozun muhtemel riskini éngdriilen bir belirteg

olup olmadig1 belirlenememistir.

Onceki galismalar OPG'nin aterojenik bir faktdr olarak ¢alistigini gdstermis olsa
da, gercek rolii {lizerine tartigmalar devam etmektedir. Pek ¢ok arastirmaci,
kardiyovaskiiler hastaliklarda OPG anlatimindaki artisin bir dengeleme sisteminin
sonucu oldugu iizerine yogunlagsmistir. Benzer sekilde, endotel hasarina karsi immiin
yanitin karmasik bir kompanzasyon mekanizmasiin bir parcast olarak dolagimdaki
OPG seviyelerinin arttig1 6ne siiriilebilir (Venuraju ve ark. 2010b). Ek olarak, OPG'deki
artig, aterosklerozun ilerlemesi ve ciddiyeti ile ilgili olmayip siireci baglatan bir araci
olduguna dair bulgular da elde edilmistir (Morony ve ark. 2008). Bununla birlikte,
birgok calisma, artan OPG seviyelerinin aterojenik roliinlin altin1 ¢izmektedir (Mangan
ve ark. 2007). Artan OPG diizeyleri, damar iizerindeki proenflamatuvar ortamin bir
gostergesi oldugu diisliniilmektedir (Venuraju ve ark. 2010). Bu nedenle, OPG artigini
endotel hasari i¢in erken bir belirte¢ olarak kabul etmek, kardiyovaskiiler hastaliklarda
aterojenik bir faktor olarak nitelemekten daha dogru olabilir. Bu tez ¢alismasindan elde
edilen deneysel sonuglar, bu hipotezi dogrular niteliktedir. Hasarli endotel hiicrelerinin,
enflamasyona yanit olarak OPG salgiladig1 ve bdylece dolasimdaki OPG seviyesini
arttirdigin1 - gostermektedir. Bununla birlikte diyabetik hastalarda yapilmis klinik
caligmalarda da destekleyici sonuglarin elde edildigi gorilmiistiir. OPG'nin artmig
ifadesi, hastalikla iligkili endotel disfonksiyonuna atfedilen dogal Diabetes Mellitus

siirecinin erken asamalarin1 gosterir niteliktedir (Secchiero ve ark. 2006).



56

Kemik metabolizmasi, vaskiiler sistem ve bagisiklik sisteminde OPG'nin yani
sira RANKL'!n da spesifik rolii vardir. EC'lerde ve immiinokompetan hiicrelerde
RANKL"n ifadesi, vaskiiler homeostazin patojenitesi i¢in kritiktir. RANKL’ 1n Vaskiiler
Diiz Kas Hiicreleri’'nde (VSMC'ler) vaskiiler homeostazin iiyeleri olan matris
metaloproteazlar (MMP) i¢in bir aktivator oldugu bilinmektedir (Riegel ve ark. 2012).
OPG, RANKL aktivitesi i¢in bir kompansatdr gorevi goriir ve  RANK/RANKL
etkilesimini etkisiz hale getirerek MMP islevini inhibe eder (Quercioli ve ark. 2012;
Venuraju ve ark. 2010a). Bu etkilesimleri nedeni ile wvaskiiler sistemde,
RANKL/RANK/OPG yolaginin 6nemli diizenleyiciler olarak calistigi kabul edilir
(Rochette ve ark. 2019). Bu calismada, Rankl mRNA ifadesi 06zellikle kontrol
grubundaki ratlardan sadece birinde ifade edildigi, diyabetik grupta ifade diizeylerinin
bu kontrol 6rnegi ile benzer oldugu tespit edildi. Ancak vitamin D uygulamasi olan
kontrollerde nispeten ifade diizeyi artmistir. Bu durum istatistiksel olarak anlaml
olmasa da Vitamin D uygulamasinin diyabetten bagimsiz olarak Rankl ifadesini
arttirarak MMP aktivitesine katki saglayarak koruyucu bir etki gosteriyor olabilir.

Ancak bu ¢aligsma kapsaminda MMP’larin ifade diizeylerine etkisi incelenememistir.

Calismanin aragtirma konularindan biri olan Vitamin D3 uygulamasi endotel
hasar1 ile aterosklerozun ilerleyisi ve arastirilan genler iizerine etkisi hakkinda yeni
bilgiler elde edilmistir. Onceki bir calismada Vitamin D analogu olan parikalsitol
uygulamasi sonucu Tip 2 Diabetes Mellituslu ratlarin plazma glukoz ve insiilin
direnclerinde anlamli bir diisiis tespit edilmistir (Takiishi ve ark. 2010). Vitamin D bu
etkiyi pankreatik oksidatif stres ve enflamasyon belirtegleri olan C-peptit, adiponektin,
IL-2, katalaz ve TNFo gibi molekiilleri diizenleyerek yapmaktadir. Baska bir
calisgamada Diabetes Mellituslu hayvanlarda insiilin yikan enzimleri azalttig1 ve insiilin
reseptorlinli fosforilasyonunu aktive ettigi gosterilmistir (Elseweidy ve ark. 2017).
Klinik ¢alismalar ve meta-analizler ise Vitamin D takviyesinin glisemik kontrolii
onemli Ol¢iide artirtigi ve diyabet hastalarda metabolik parametreleri iyilestirdigi
saptanmigtir. Benzer bir sonu¢ gestasyonel diyabet hastalarinda da goézlemlenmistir
(Jamilian ve ark. 2016). Kardiyovaskiiler hastaliklarda ise Vitamin D’nin tromboz,
ateroskleroz, endotel fonksiyonu, vaskiiler kalsifikasyon ve kardiyak hipertropi
diizenleyici rolii kanitlanmigtir. Vitamin D’nin endotel hiicreler iizerindeki anti-
enflamatuvar etkisi aterosklerozun baglangic1 ve ilerleyisini Onledigi gosterilmistir

(Bozic ve ark. 2015). Bu calisma ile elde edilen sonuglarda Vitamin D’nin koruyucu
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etkisini destekler niteliktedir (Tablo 4-4). [I-1b ve Tnfa mRNA ifadesinde diyabet
grubuna gore meydana gelen 4,5 ve 7,5 katlik azalma Vitamin D’nin anti-enflamatuvar
etkisini gosterir niteliktedir (Sekil 4-6, p<0.05). Endotel hasar ile artmaya baglayan
Opg mRNA ifade diizeyi de Diyabet grubuna (F) kiyasla Diyabet-Vitamin D (FD)
grubunda ortalama 17,5 kat azalmistir (Sekil 4.4). Bu sonuglar hem OPG’nin endotel
hiicrelerdeki patogenezle degisimini hem de Vitamin D’nin baskilayict etkisini

gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bu calismada ilk defa diyete bagli olusturulan rat diyabet
modelinde OPG/RANKL sisteminin endotel hasara etkisi ve vitamin D uygulamasina
verdigi yanit arastirilmis oldu. T2DM modeli basarili bir sekilde 8-10 haftalik erkek
Sprague Dawley Ratlarda olusturularak 4 hafta boyunca oral Vitamin D uygulandi. Bu
calismanin limitasyonlar1 arasinda yiiksek kalorili diyetin uygulanamamas: ve bunun
sonucunda diyabetik hayvanlarin kilo kaybetmesi ve damar dokusunda makroskopik
olarak go6zlenebilen ateroskleroz gelismemesi olabilir. Ancak, rat modellerinde
aterosklerozun tespit edilebilecegi ileri tetkikler mevcut olsa da tez kapsaminda bu
incelemelerin yapilmast miimkiin olamamistir. Bunun disinda 4 haftalik vitamin D
uygulamasi sirasinda fruktoz aliminin sona erdirilmesi de iyilesme siirecini olumlu
yonde etkilemis olabilir. Diger yandan bu calisma kapsaminda mRNA diizeyinde
incelenen hedef genlerin protein diizeyinde aort dokularinda immiinhistokimyasal
olarak degerlendirilmeleri yapilamamistir. Ancak daha sonra yapilmasi planlanan
caligmalar icin aort dokularmin bir kismi immiinhistokimyasal analizler i¢in fikse
edilerek parafine gomiilerek saklanmustir. Ileride OPG/RANKL vyolagindaki hedef
proteinlerin de incelenmesi planlanmistir. Ayrica, ileride bu c¢alismadan elde edilen
sonuclara dayanarak ozellikle OPG, ICAM-1, IL-1B ve BMP2 mRNA diizeylerinin (bu
calismada hem rat hem de insana homolog bdlgelerden dizayn edilen primer ¢iftleri

kullanilarak) post-mortem insan aterosklerotik damarlarda arastirilmasi planlanmastir.
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