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GiRIS ve AMAC

Hiicre membran 1eseptdtlerinden hiicre igindeki proteinlere bilgi transferi
“hiicre igi sinyal iletim yolu™ ad1 verilen birbirine baglanmis molekiiller tarafindan
gergeklegtirilmektedit Hiicre bu sekilde kastlma, bityiime, mitogenez, apoptozis,
farkltlagsma, migrasyon ve diger spesifik fonksiyonlanmu diizenlemektedir.
Vaskiiler diiz kas hticie (VDKH; vascular smooth muscle cell, VSMC)’letinin
hem fizyolojik hem de patofizyolojik olarak diizenlenme mekanizmalarnin

anlagilmast i¢in sinyal iletim yollarinin belirlenmesi gereklidir (1).

Anjiyotensin II (Ang 1I), renin-anjivotensin sistemi (RAS)'nin aktif bir
bilegeni olan oktapeptid yapida bir hormondur (1). Giiglii bir vazokonstriktér olan
Ang II kan basincini, sodyum ve su dengesini, néronal fonksiyvonlarr ve
ndrohumoral sistemi diizenler. Ang I ile ilgili ilk arastirmalar onun hipertansivon
potogenezinde ki roliine odaklannugtu, fakat son yillardaki artnms kanitlar bu
oktapeptidin  ateroskleroz, miyokard infarktiisii, vaskiiler ve miyokardiyal
remodeling ile konjestif kalp yetmezliginin gelismesinde de rol oynadigim
gosterdi (2). ALy, AT, AT; ve AT, olmak tizere dort reseptérii bulunan Ang
II'nin bir ¢ok etkiletini AT 1eseptonli tizerinden gergeklestirdigi bilinmektedir.
Yapilan ¢alismalarda, AT; reseptorlerinin  VDKH’lerinde ¢ok sayida,
adventisyada diiz kasa oranla daha diisikk seviyede ve endotelyumda ise
saplanamayacak oranda az oldugu bulunmustur (1). AT, reseptd:r aktivasyonu
vazokonstriksyon, su ve tuz dengesi ve diger nérohwmoial sistemletin kontroliine
neden olmanm yamnda reaktif oksijen Ornekleri (ROS) uretimi, hiicresel

hipertrofi, hiicresel hiperplazi ve apoptozise de neden olur (2)

Ang II'nin vaskiiler etkilerinin tiimii 7 transmembran heliksinden olusan G
proteinine bagimli AT, 1esepténii aracilifiyla ortaya ¢ikmaktadir (3). Ang II'nin

AT, reseptdilerine baglanarak aktive ettigi heterottimerik G proteinleri, intiensek

tirozin kinaz aktivitesinden yoksun olmasina ragmen; tirozin kinaz inhibitoleii ile




yapilan caligmalar, Ang II’nin etkileti igin serin ve treonin tizerinden tirozin

fosforilasyonunun gerektigini gostermistii (1, 4,5)

Ang I'nin VDKH’leti tizerinde A1, reseptorii aracihfiyla farkh sinyal
iletim yollarmn: kullanarak p38 mitojen aktiveli protein kinaz (MAPK) sinyal
iletim yolunu aktive ettifi birgok calismada gosterilmistir (1,3,6). Yapilan
caligmalarda Ang II ile uyanim sonrasinda hemen isleven sinyal iletiminde G
proteinleri fizerinden tirozin kinazlaun ve tam kanitlannus olmamakla beraber
fosfolipaz. Ay (PLAy) ile fosfolipaz D (PLD)nin NAD(P)H oksidaz sistemini
aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan NAD(P)H oksidaz sisteminin ROS
tireterek p38 MAPK’1 aktive ettigi gosterilmistir (1,2,3,6).

Ang I ile uyanm sonrast VDKH’lerinde AT, reseptotleri iizerinden G
proteinleri aktive olduktan sonra Sic adi verilen adaptér bir protein aktive olur Bu
da gelisme faktorii baglayicr protein olan Grb2 iizetinden sos’u aktive eder. Sos
ise Ras iizerindeki GDP-GIP degisimini katalizleyen bir guanin niikleotid
degistirici faktordiir. Ras, sinyal transdiiksiyonunda meikezi bir ovuncudur.
Ras’in belkide en iyi karakterize edilmis efekisrii MAP kinaz yoluna &nciiliik
eden Ral’tir. Raf’in bu sekilde aktivasyonu in vivo ortamda MEK’i (MAP/ERK
kinaz) fosforile eder MEK’ler tirozin ve treonin birimleri tzerinden fosforile
edilerek akiive olurlar MEK’lerin aktivasyonuda MAPK’lari akfive eder Bu
sekilde aktif hale gegen MAPK hiicre proliferasyonunda 1ol alan gesitli enzimleri

ve niikleer proteinleri fosforile cder (1,7).

Su ana kadar yapilan ¢aligmalar Ang II'nin AT, reseptdtii yoluyla hem
NAD(P)H oksidaz iizerinden ROS iiretimi yoluyla hem de Ras-MAPKKK
(Mitojen Aktiveli Protein Kinaz Kinaz Kinaz) yolu tizerinden p38 MAPK’1
fosforile ettigi gosterilmistit (1). Ancak NAD(P)H oksidaz sisteminin hangi etki

mekanizmas: ile AT, 1eseptdrii iizerinden aktive oldugu kesin olarak

anlasilamanustu (1).




Bu caligmanin amaci, kendi laboratuvar sartlatnmizda primer olarak
kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas hiicreletinde Ang IT uyarimm altinda p38 MAP
kinazin aktivasyonunda rol alan NAD(P)H oksidaz ve Ras’m roliinii belirlemektir.
Bunun igin  énce primer kitlttirdi yapilmis vaskiiler diiz kas hiicreleti siire ve doz
bagimh olatak Ang 11 ile uyanp p38 MAPK yolunun fosforilasyonu izlenmistir.
Bu sayede Ang II'nin p38 MAPK’: aktive eden en iyi konsantiasyon ve stie
bulunmugtur. Ang I'nin bu etkilerinin AT; reseptdrleri tizerinden oldugunu
gostermek amaciyla hiicieler AT, selektif inhibit6rii losartan ile baskilanmis ve

Ang [l uyariminm AT reseptdrii tizerinden oldugu gosterilmistir.

Daha.soma p38 MAPK fosforilasyonu iizerine NAD(P)H oksidaz rolinii
beliflemek icin  VDKH’leri daha once literatiitde belittilen site  ve
konsantrasyonda NAD(P)H oksidaz sistemi inhibitorii difenileniyodonyum (DPI)
ile inkiibe edilip etkileii ortaya konmustur. En son olarak da Ang II uyarmu
sontasinda  p38 MAPK fosforilasyonunun Ras iizerinden gergeklesip
gergeklesmedigini ortaya koymak igin VDKH’leri uygun siire ve konsantrasyonda
Ras inhibitérii farnesiltiyosalisilik asit (FIS) ile inkiibe edilip etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuglar literatiis  bilgisi dahilinde incelenip

yorumlanmistir.




GENEL BIiLGILER

2.1.Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri ve Anjiyotensin II

Vaskiiler duvar, hiicresel (endoteliyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar) ve hiicresel olmayan (ekstraseliiler matriks) bilesenlerden olusmus
esnek ve aktif bir organdu (1) Vaskiiler duvar fizyolojik ve patofizyolojik
uyaiilara cevap olarak bilesenlerini arttirma, azaltma veya yeniden yapilanduma
seklinde degisiklige ugrayan bir organdiu (8) Vaskiiler diiz kas hiicie (VDKH;
vascular smooth muscle cell; VSMC)leri fartkhi biiyime faktéilerine cevap
verebilme agisindan tiim hiicreler arasinda en esnek hiicrelerdir (9). Saglam
arterial media, diiz kas hiicreleni ve matriks; kasilma-gevseme, biiylime, gelisme,
veniden diizenlenme veya onarim gibi damar duvarmin  birgok yapisal ve
fonksivonel &zelliklerinden ve aterosklerozis, 1estenoz veya hipertansiyon gibi
kardiyovaskiiler hastaliklatun patogenezinden sorumludur (10-13). Birgok lokal ve
sistemik  fakts:r diz kas hicrelerimin  fonksiyonlar  diizenlemektedir.
Anjiyotensin Il (Ang II) ve endotelin 1 (ET-1) gibi vazoaktif peptidier

vasokonstriksiyonu ve bilyiimeyi uyarnken, nitrik oksit, prostasiklin ve

natiitiretik peptid tip-C  gibi vazorelaksasyon faktorleri siklik nikleotid

diizeylerini arttirarak vazodilatasyona neden olurlar (14,15,16).

Multifonksiyonel bir peptid olan Ang II'nin, vaskiiler diiz kas hiicreleri
tizerinde birgok etkileri vardir (Sekil 2.1.1). Ang II vaskiiler moto1 tonusu, hiicre
biiylimesi ve apoptosizi diizenler; hiicte gd¢ii ve ekstraseliiler maftiks
depolanmasini etkiler ve proimflammatuvar bir etki gostetir Aytica Ang II, diger

biyime faktoileri (platelet kokenli  biiyiime  faktorleri  gibi) ve

vazokonstriktorlerin (ET 1 gibi) tiretimini uyaran bir peptiddir (1).

Ang 11, damar duvann yapisal ve fonksiyonel biitlinltigiin kontrolinde

temel 1ol oynamaktadi ve vaskiiler hastahiklanin altinda yatan patolojik

mekanizmalar ile damar basinemimn fizyolojik diizenlenmesinde énemli bir 1ol
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Sekil 2.1.1.: Ang IF’nin vaskiiler yapilar iizerine etkileri. Ang II damarsal yapilarda endotelyal
hiicreler, vaskiiler hiicreler ve doku ic¢inde bulunan makrofajlar iizerine bir ¢ok
etkileri vardu Ang II aynca dolasan hiicrelerin kemotaksisi, proliferasyonu,
adhezyonu ve farklilasmasina da katkida bulur Ang IT hem endotelyal hem de VDK
hiicrelerinde adhezyon molekiillerinin, kemokinlerin ve sitokinlerin tiretimini arttirtr

ve sinyal iletim yollarii aktive eder (17).

istlenmektediz. Ang IT'nin cok yonli etkileri spesifik reseptorler aracih
olmaktadir Son derece karmasik hiicre ici sinyal yollar1 Ang IT'nin hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanmasim takiben uyariimaktadu (1). Hiicre i¢i sinyal iletim
yolu; bilginin hiicte membram reseptOriinden hiicre i¢i proteinlere iletilmesini
saglayan molekiiler yollarinin birbirleri ile birlesmesini saglayarak kasilma,
hiicre biiyiimesi, mitojenez, apoptozis, farklilasma, migrasyon ve diger 6zellesmis
hiicre fonksiyonlarini diizenler (1) Sinyal iletim yollanimin tanimlanmast

VDKH’nin  fizyolojik  ve  patofizyolojik  fonksiyonlarimin  diizenlenme

mekanizmalarninin anlasilmasi igin Snemlidir (1).




2.2. Anjiyotensin 11
2.2.1. Anjivotensin II'nin Tarihg¢esi

Braun-Menendez ve arkadaslar1 1940 yilinda, Goldblatt tlirti hipertansif bir
képegin iskemik bobreginin renal vendz kanindan vazokonstriktif bir madde izole
ettiler. Yine ayni zamanda ve bagimsiz olarak Page ve Helmer tarafindan saglam
hayvanlara renin enjeksiyonundan sonia benzer bir bulgu ortaya kondu. Bu grup
dabha sonra anjiyotensinojen oldugu kamtlanan “renin aktivatéii” olarak
adlandurdikian bir madde izole ettiler. Daha sonra bir oktapeptid olarak izole
edilen bu basmg¢ maddesi Arjantinde “hipertensin” Amerikada ise “anjiotonin™
olarak adlandirildr Braun-Menendez ve Page 1958 yilinda, ¢ok giicli bu basing
oktapeptidi i¢in melez bir adlandirma olan anjiyotensin tizetinde gortis birlifine
vardilar. Bu bilytik bulustan sonia anjiyotensinojen, anjiyotensin dénfigtiiriicii
enzim (Angiotensin converting enzyme, ACE) ve anjiyotensin I, 1T ve IiI gibi ang
[I'pin olusumuna yol acan kaskadin gesitli bilesenleri tammlandi (18) 1954
yilinda Peart ve arkadaslari ile Skeggs ve arkadaslart Ang II'nin yapisini ve onun
Ang 1 ile iliskisini tanimladilar (19). 1990’1arin baglarinda Ang I'nin vaskiiler
proinflamatuvar ve proliferatif etkileri gosterilmistir. Son dénemlerdeki hizli

ilerlemeler bu islemi daha anlagilabilit hate getirmistir (20).
2.2.2. Anjiyotensin [I’nin Yapis1 ve Biyosentezi

Renin anjiyotensin sistemi (RAS) temelde renal ve adienal korteks
tarafindan  sentezlenen hormonlarin  aktif rol oynadifi; sodyum dengesi,
ekstraseliiler s1ivi voltmii, potasyum dengesi, arteryel kan basmcmin
diizenlenmesi, vaskiiler tonus ve sempatik sinir sistemi iizetine énemli fonksiyona
sahip bir sistemdir (21,22) RAS’m biyolojik etkileri primer olarak yiiksek
detecede aktif bir oktapeptid olan Ang II araciligiyladu (22). Ang 1,

miyokardiyal enfaktiis sonrast miyokaidin ve hipertansiyonlu hastalarda damarsal

yapilarin yeniden diizenlenmesinde (temodeling) temel 10l oynamaktadir (1).




Renin, sekil 2.2 1.°de gosterildigi gibi anjiyotensinojenden bir dekapeptid
olan anjiyotensin 1 (Ang IYin salimmim katalizleyen ve bobregin
jukstaglomeriiler hiicrelerinden salinan ¢ok spesifik bir proteazdu (23,19). Ang II
klasik (renal) yolla sistemik ve doku RAS’1 yoluyla lokal olarak tretilmektedir.
Klastk RAS’ ta dolasgunda bulunan renal kaynakli renin, dekapeptid olan Ang I'i
olugturmak igin hepatik kaynakli anjiyotensinojeni N- terminalinden keser. Ang 1,
dipeptidil  karboksipeptidaz olan anjiyotensin-konverting enzim

ACE) tarafindan aktif olan Ang IT'ye

akcigerde

(Angiotensin-converting enzyme;

NEP 24.15, NEP 24 26) tarafindan heptapeptid olan Ang-(1-7)’ye de ¢eviilebilir
(28). Ang II aminopeptidazlar tarafindan Ang Il ve Ang [V’e yikiln.

ANIIYOTIENSINOJEN
Asp-Arg-Val-Tyrdle-His-Pro$he-His-Leu-Leu-Val-Tyr

—_— RENIN

ANJIYOTENSINI
Asp-arg Val-Tyrdle-His-ProPhe-His-Leu

e l » Karboksipeptidaz
‘...m.m -

SRS )

| — | ACE " » Kimaz

|3 « Katepsin G

o ANHYOTENSIN I

o Asp-Arg-Val-Tyrdle-His-Pro Phe NEP 24 11

I NEP 24.18
NEP 24,25

P
| ; / lltiminopeptidaz}ar l l

ANHYOIENSIN Il —» ANJIYOIENSINIV  Ang 11 (1-7) o

Aminopeptidaziar

| Sekil 2.2 1: Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem Semast. Dolasimdaki renal kokenli renin, hepatik
kokenli anjiotensinojeni parcalar ve dekapeptit anjiotensin 1 (Angl)’i olusturuz

P Akcigerdeki ve dokulardaki ACE Ang I'i Ang 1I'ye doniistiirtic. Ang 11; Ang IH, Ang
1V ve Ang 11 (1-7)’ye metabolize edilii Kimaz, karboksipeptidaz ve katepsin G gibi
baz1 non-ACE bilesikler Ang 1 ve Ang 1I’yi pargayabilit (1)




RAS temelde bii dolagim sistemi olarak kabul edilmistir. Ancak RAS’in
birgok bileseninin dokularda da varligr saptanmistir (29,30). Renin i¢in substrat
olan anjiyotensinojen 57,000 dalfon  molekiill agulifinda % 14
karbonhidrat igeren «-2 globiilin yapisinda bir glikoproteindir (21) Karaciger
tarafindan sentezlenen anjivotensinojenin  mRNA’s1 ve proteini diiz kas
hiterelerinde, endotel ve perivaskiiler yag dokusunda bulunmustur (23,31,32,33),
ACE  molekiill aguhg 140000 dalton aguliinda olan bir  dipeptidil
katboksipeptidazdir (21,23). En Onemli substiatlart Ang [ ve bradikinindir (23).
ACE, enkefalinleri ve substans P’yi de paigalar, fakat bu etkinin fizyolojik énemi
ortaya konamamistit (23). ACE dolasim enzimi olarak plazmada, intertisyumda
ve hiicre iginde bulunmaktadu (1). Doku ACE kalp, beyin, adienal bez, bobiekler,
karaciger, iireme otganlart ve kan damarlarn gibi biitiin major organlarda
bulunmaktadnr (34). Ayrica doku ACE, uterusta da fonksiyoneldir (35,36) ACE
dolasimun her verinde vaskiiler endotelyal hiicrelerin liiminal yiizeyi iizerinde
lokalizedir (23). Doku ACE aktivitesi, major organ gelisim suasmda yiiksek
konsantrasyonda bulunmakta ve daha somta bu aktivite azalmaktadir (36).
Renin  harig, RASm  tim  bilesenlerinin damarsal yapilarda dretildigi
gosterilmistit. ACE, kiiltiiie edilmis vaskiiler diiz kas hiicteleri ve endotel hiicreler
de oldugu kadar adventisyada da yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir
(29,37). Vaskiiler renin olmamasina ragmen, intertisyumda Ang II'nin lokal
tiretimi doku ACE tarafindan diizenlenmektedit. Bu da muhtemelen dolagimdaki
renine baghdir. Doku ACE’ nin fonksiyonu tam bilinmemesine ragmen bdlgesel
kan akimmm diizenlenmesine katkida bulunabilit. Son dénemlerde msan 6n
kolunda vapilan ¢ahgmada gosterildigi gibi in  siw  dretilen  Ang Il

vazokonstriksiyon igin dolagan Ang 1I” den daha énemlidir (38).

Ang Il olusumunun ACE bagimlt yollaina ek olarak ACE bafimsiz
yollarin da patolojik dwumlarda énemli katkilanmn olabilecegi gosterilmistir,
Serin benzeri proteaz olan kimotripsinin (kimaz), insan kalp ve bobieginde Ang
I'in Ang II've doniigiimii i¢in onemli bir yol olabilecegi gosterilmistir (39,40).
Fonksiyonel kimaz ve ACE bagimsiz yol insan damar dokusunda (34,41.42) ve

kopek karotid arterinde de (42) gosterilmigtir.




2.2.3. Anjiyotensin II Reseptirleri ve Hiicresel Fonksiyonlar

- Angll etkilerini viicutta heterojen olarak dagilmisg olan Ang Il reseptirleri
aracihi@iyla gosterir (22). Ang II reseptdrleri viicudun biitlin hiicrelerinin plazma
membraniart tizerinde bulunur (23). Ang 1l memeli hilcrelerinde AT, ve Al
olmak {izere en az iki yiiksek afiniteli plazma membran 1eseptotleri araciligiyla
etkilerini gisterebilmektedir (1). Ang 1I'nin bilinen etkilerinin gogu AT, reseptd
alt tipi aracihigiyladir (23). Ang IUnin AT5 ve AT, olmak tizere iki alt tipi daha
tanumlannustit. AT reseptorii baglangigta sinit kokenli neuroblastoma 2A hiicte
dizilerinde saptanmustir (19). AT; reseptorii peptide spesifik olarak en gok Ang
II'yi tammakta iken losartan gibi non peptid ligandi (selektif ATy reseptdr
antagonisti} ve PD123319°u (selektif AT, reseptdr antagonisti) tanimamaktadir
Bu 1eseptor alt tipi sadece hiicte dizilerinde gozlenmistit. ATy reseptorii kalp,
akciger, bébiek, beyin ve karacigerde dagilmis olarak bulunmaktadir (19). Ang

IV, Al4 teseptdr tipine baglanmaktadu ve ATy reseptorii (43) losartan ve
PD123319°u tamimamaktadir (23). ATs ve ATy teseptoileri tam olarak karakterize

edilememesinden dolayt bu reseptdr tipleri memeli Ang 1l reseptérlerinin

sitflandimasina girmemistir (18)

AT, teseptorii yedi transmembran {initeli G proteini kapli reseptdtlerin
stiper ailesine aittiz (2). G proteini yaklastk olarak 360 amino asitten olugan ve 41
kDa molekiil aguhgma sahip bir peptittic (23) VDKH'lerinde Ang Il AT,
reseptértine baglandiginda, tipik olarak heterotrimerik Gq proteini iizerinden
inozitol trifosfat [K(1,4,5)P3] ve diagilglisetol olugturan fosfolipaz C’y1 aktive
eder (18,22,23,27). Insan AT, teseptdrii 3. kromozomda lokalize olmugtus (22).
Bu zamana kadar AT, reseptdriiniin Ang I'nin bitgok fizyolojik etkilerine aracilik
ettigi ve bu alt tipin Ang Il uyariml vaskiiler fonksiyonlarin kontroliinde baskin
10l oynadigi gdsterilmistir (18) AT, 1eseptorleri diiz kas hiicrelerinde yiiksek
seviyede ve endofelde

oranda, adventisyada diz kasa oranla diisiik

saptanamayacak diizeyde az bulunur (44,45).




Kemiigen hayvaniarda AT, reseptoriiniin AT;s ve AT;g olimak {izere iki
tipi tanimlanmigtir. Aminoasit dizi analizleri bakimindan bu iki alt tip reseptor
yiiksek olanda (% 95°ten fazla) birbitine benzerdir (22,46). AT;n ve ATlg
reseptorleri ratlarda suasiyla 17 ve 2'inci kromozomda lokalizedit (22). AT
reseptérili amino terminalinde (Asn*) ve ikinei ekstraseliiler halkada (Asp'™ ve
Asn'®) ekstraseliiler glikozilasyon bélgeletini igeten bir glikoproteindir (47)
ATip reseptorleri adrenal ve 6n hipofiz bezinde ana sekilde eksprese edilirken,
Al reseptorleri bobrek, akeiger, karaciger ve VDKH’lerinde baskin sekilde
bulunur (22).

G protein kaph reseptdrlerin internalizasyonu reseptriin fosforilasyonu
yoluyla olur ve kismen kaveola aracilifi ile meydana gelmektedit (48,49). G
protein bagumli reseptdrlerin intrensek tirozin kinaz aktiviteleri olmamasima
ragmen setin ve treonin birimletinden G protein reseptér kinaz (GRK) ailesinin
tiveleri aIacihgl ile fosforillenmektedir (1) AT; reseptorleri hem bazal durumda
hem de Ang II uyarumina cevap olarak fosforile edilit. Sitoplazmik kuyrugun
Thr** ve Ser”™® arasindaki treonin ve serin birimleri reseptor internalizasyonu igin
onemliditr AT, reseptéiii tirozin birimletinden de fosforile edilir. AT; reseptoiii
icindeki potansiyel tirozin fosforilasyon alanlain kaiboksi terminali i¢indeki 302,
312, 319 ve 339 amino asidlerini icerir (48). Janus kinazlan (JAK ve TYK), Stc
ailesi kinazlar ve fokal adhezyon kinaz (FAK)'1 igeten ¢esith tirozin kinazlar AT,

reseptoilerini titozinden fosforile edebilir (1)

Ang reseptoriiniin ikinei major izoformu olan AT,, fetal dokularda yiiksek
seviyelerde eksprese edilmektedir ve dogum sonrasi hizla azalmaktadir (22,50).
AT, reseptéril 7 transmembran heliksinden olusan G proteinine bagimlt ve 363
aminoasitten olusan bir reseptdrdiir, AT, reseptoiii AT 4 veya AT g reseptoleri
ile aminoasit dizilimi bakimindan diisiik oranda (%34) benzerlik gostermektedir
(22). AT, reseptér geni X kromozomu iizerine lokalizedir (1,22). Yetiskinlerde
AT, reseptdr ckspresyonu pankicas, kalp, bdbrek, bobrekiistil bezleti, beyin,

vaskiiler vapilar ve {ireme dokulannda saptanabilir (22,51,52). AT, 1eseptiri

vaskiiler yapilarn adventisya tabakasinda baskin olarak bulunmakta iken media




tabakasinda da az oranda saptanabilir (53). AT, I'ésepté)'rihﬂn tiim sinyal iletim
yollart ve fonksiyonel rolleti tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu reseptdilerin,
intraseltiler katyonlarnin dizenlenmesi (6zellikle sodyum) (44), hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu, vazodilatasyon ve apopitozisin uyanlmast ile (54-58) AT, aracih
fizyolojik etkileri antagonize edebilecegi olast goriinmektedir (59,60). AT2

reseptoriiniin kardiyovaskiiler hastaliklardaki kesin rolil tammlanamanmisgtir
2.2.4. Anjivotensin II’nin Vaskiiler Etkileri

Ang I, dogiudan vaskiiler hiicrelerde bulunan Ang II reseptoileriyle,
dolayli yoldan diger faktorlerin salmimi ile etkilerini gdstermektedir. Aynca
hiicre i¢i sinyal iletim yollarm etkileyerek vazoaktif ajanlarin ve biylime
faktdilerinin seviyelerini arttirmaktadir Diiz kas hiicrelerinin birincil fonksiyonu
vazokonstriksiyon olmasina iagmen, son kamtlar VDKH'lerinin gelisme ve
vaskiiler yeniden diizenlenme boyunca énemli sentez 6zellikletine sahip oldugunu
ve vaskiiler media tabakasinm hiicre dis1 matriks bilegenlerinin major bir kaynag:
oldugunu gostermistit (12). Kan damarlarnnin gelisimi stiresince olgunlagmamis
olan diiz kas hiicreleri proliferasyon ve migrasyon ile kaiakterize biiylime ve
farklilasmada dinamik bir durumdadir (1). Olgun damarlarda VDKH’leti sessiz ve
fibroblast benzeri bir géiiniimde olutlar ve kontiaktil liflerle dolmaya baslarlar
(1). Olgun diiz kas hiicieleri yaralanma ya da hareket meydana gelinceye kadar
sessiz kalmalarina ragmen, vilk artisina cevap olarak fizyolojik hipertrofiye
ugrarlar (12). Ang II, bu geligim siireci boyunca AT ve AT, reseptorii aracilify tle
1ol oynamaktadir. Bu reseptétler normal gelisim ve patolojik siirecler boyunca
~vaskiiler diiz kas hiicrelerinde farkli oranlarda sentezienmektedir. Vaskiiler
hastaliklarda diiz kas hiicreleri adaptasyon veya tepkisel cevap olarak hiperplazi
veya hipertrofive ugrarlar (61,62,63) Al, ve AT, reseptorleri hipertansiyon,
ateroskleroz ve neointimal formasyon ile iliskili olmak vaskiiler yeniden
diizenlenmede kritik bir rol oynayabilii Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang Il

teseptér alt tiplerinin her ikisi de hasata cevap i¢in gereklidit (64).

11




Ang II'ye ait biitlin vaskiiler cevaplar, hem AT, ve AT» atacili etkilerin
toplam1 hem de Ang-(1-7) gibi RAS in biyoaktif son titiinlerinin etkileti ile
sonuglanmaktadir, Ang II, AT, reseptérii aracilifn ile vazokonstriksiyon, biiyiime,
migrasyon, ekstraseliiler matriks bilesenlerinin  {iretimini  ve inflamasyonu
uvarirtken, AT, reseptéiii ataciligiyla proliferasyon ile hipertiofinin inhibisyonuna
ve apoptozis’e katkida bulunmaktadir (45,59) Ang-(1-7), Ang [I’nin dogal olarak
meydana gelen kompetetif bir inhibitorii olaiak tammlanmistn  ve giiclit
vazodepressdr ve antihipertansif etkilerine sahiptic Ang-(1-7), uyanucr bit
norotiansmiter olarak vazopressinin salimimini  stimiile eder, vazodilatatdr
prostaglandinlerin salinum ve sentezini arttum, bradikinin etkilerine ve nitrit

[ oksitin saliigina katkida bulunur (28). Bunlara ilaveten ACE inhibitoileri ve
_ vazodilatatdr  peptidlerin = dolasimdaki  seviyelerini  arttiir. Bu da ACE
inhibitoileriyle baglantili olan antihipertansif etkilere katkida bulunabilir (65,66).
Ang-(1-7) nin reseptor aracili vaskiiler etkileri kesin ohmamakla bitlikte AT /AT,
alt tipleri ftizerinden degildir (28). Bu peptidin vaskiiler fonksiyonunun
diizenlenmesindeki fizyolojik ve patofizyolojik rolii kesin olatak bilinmemesine
ragmen, AT aracili etkileri antagonize edebildigi iddia edilmektedii. Bu da Ang-

B (1-7ynin  vazodilatasyonu  arttuarak  vaskiiler  tonusu  diizenledigini

- desteklemektedir (1)

: : 2.2.5. Anjiyotensin 1I-Bagimh Sinyal Yollarx

! Ang II, kontraksiyon gibi kisa zamanli vaskiller etkilerte ve hiicie
| blyiimesi, migrasyon, ekstraseliiler matriks depolanmasi, inflamasyon gibt uzun
‘ zamanli biyolojik etkilete yol agan son derece kompleks hiicie i¢i sinyal iletim
| vollarimin  diizenlenmesini saglar. Hiicre membianin dis yiizeyindeki ligand-
reseptdr baglanmasi, hiicre membranimn i¢ yiizeyinde ki G proteinleti araciligy ile
(a, B ve y alt iinitelerinden olusmus heterotrimerik proteinler) reseptor ve efektdr
| proteinin etkilesimine neden olmaktadu AT, aracili sinyal iletim yollart farkli
| zamanlara ait dzelliklerine gore ani, erken ve geg olarak smasiyla saniyeler,
dakikalar ve saatler iginde gelisen olaylar seklinde (multifazik) meydana

gelmektedir Ang II indiiklii fosfolipaz C (PLC) ve Sic aktivasyonu saniycler
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i¢inde ani sinyal iletim olaylar: olarak, fosfolipaz Ay (PLA,), fosfolipaz D (PLD),
tirozin kinazlar ve mitojen aktiviteli protein kinazlar erken sinyal iletim olaylar1
olarak meydana gelitken, oksidatif stres olusumu, proto-onkogen ekspresyonu ve

protein sentezi saatler iginde gelisen geg sinyal olaylaii olarak olugmaktadu (1).

Anjiyotensin II-Uyarimh Ani Sinyal iletim Olaylar

Ang H’nin neden oldugu vaskiiler kontraksiyon hizhidir ve Ang 1I’nin
reseptiiiine baglanmasiyla saniyeler icerisinde olusan gesitli sinyal iletim yollaring
kullanur. Bu ani olusan sinyal iletim yollan (Sekil 22 2.}

a) G proteinleri aracihigivla PLC aktivasyonu, fosfatidil inesitoliin
hidrolizi ve bu yolla inositol trifosfat (IP3) ve diagilgliseroliin (DAG) olusumu;

b) serbest kalsiyumun (Ca™) hiicte icine akmas: ve hiicre i¢i Ca'? mobilize
olmasi ile sitosolik serbest Ca™ konsantrasyonunun artmasi;

¢) protein kinaz C (PKC)’nin aktivasyonu;

d) Na'/H" pompasimn uyartmast ile hiicre ici pH’in degismesi;

e) hiicre ici serbest Na' ve Mg’ “un degismesi ve

f) Sic ailest kinazlain aktivasyonudur (1)

Anjiyotensin II-Uyarimh Erken Sinyal {letim Olaylari
Kasilma ile iligkili luzli sinyal olaylarina ilaveten AT; reseptétleri biiytime
migiasyon, ekstraseliiler matiiks depolanmasi, biiylime faktdrlerinin tretimi gibi
VDKH’lerinin uzun dénem fonksiyonunun diizenlenmesi ile iligkili bir ¢ok hiicre
i¢i sinyal iletim yollaiimi birbitine baglar Ang Il uyarnimindan sonra dakikalar
icinde baslayan sinyal iletim yollar sunlardir:
a) Tirozin kinazlaun fosforilasyonu (janus ailesi kinazlai, fokal adhezyon
kinaz ve prolinden zengin tirozin kinaz-2, p130“™, fosfatidil inozitol 3-
kinaz);
b) MAPK’larnn aktivasyonu;
¢) PLA; ve arasidonik asit metabolizmasinin aktivasyonu;
d)} PLD aktivasyonu ve

e) siklik niikleotidlerin diizenlenmesi (1}.

13




R R

Vazokonstriksiyon
Aldosteron salinim

Gy /
Gy
F v
PLAYPLD Adenilat giklaz PLC MAP. JAK, 8TAT
¥
Arsgidonik asit cAMP 1P, DAG .Y
N Protein fosforilagyons
¥ /
T Hticee igi PRC v
Ca®t '
/ ofos canye
M Y 4 / ¢

Biylirme
Proliferasyon
Matriks dftretimi

Prostaplandinler Vazokonstriksiyon

Sekil 22.2.: Ang IP’nin hiicre igi sinyal iletim yollarmdaki rolii. Ang [l AT, reseptorii
tizerinden G pioteinlerini uyarnr. G proteinleti de degisik alt birimleri ile degisik hiicie
i¢i sinyal iletim yollaninin aktivasyonuna neden olur G alt birimi ataciligs ile PLA,,

PLD, PLC, MAP, JAK ve Stat sinyal iletim yollart akiive olurken G; alt birimi

tizerinden adenilat siklaz aktive olur (21)

Anjiyotensin II-Uyarimh Uzun Siireli Sinyal iletim Yollar:

Ang II damarsal yapilar ve kalp i¢indeki hiicieler arasi matiiks

depolanmasina ilaveten hiicresel bitylime, adhezyon ve migiasyonun uzun dénem

kontroliinde etkilidit. Béylece aterosklerozda meydana gelen islemlere ek olarak




vaskiiler yeniden diizenlenme ve kalp hipertrofisinde kronik adaptif de'gisi.l'{}ik]'e.r.i.{ AR
etkiler. Uzun dépem Ang 11 sinyalinin temelini olusturan hiicie igi liaskadla't:" o

degisik kinazlarm aktivasyonuna neden olur Bu da kronik ve devamli hiicresel

fonkstyonlarnn diizenlenmesini saglayan alt basamak hedefleri fosfoiile eder.
Redoks duyarli yollarn uyarilmasi, proto-onkogen ekspresyonunun indiiksiyonu,
tirozin kinaz reseptéileri ile etkilegim, difer biiytime faktorlerinin {iretimi ve
niikleer sinyal kaskadlanin uyartlmasi eninde sonunda hiicresel bliylime ve
farkliJasma ile sonuclanu (1) Ang II, VDKH kiiltiferinde protein sentezini
uyararak hiicresel hipertiofiye neden olur (62, 67) ve diger biiyiime faktorleri gibi,
VDKH kiiltiitlerinde hiperplaziyi indiikleyebilit (68) Ayrica Ang II'nin VDKH

hiicte gdgiinii aktive ettigi gosterilmistit (69)

Ang 1I sitokinler ve kemokinler, makiofaj kemoatraktant protein 1
(macrophage chemoattiactant protemn 1; MCP-1), intetldkin 6 (interleukin 6; 1L-
6), tiansforme edici biytime faktorii B (ransforming growth factor f3; T'GF-p),
trombosit kékenli biiyiime faktorii (platelet-derivered growth factor; PDGE),
insiilin-benzeri biytime faktdrii-1 (insulin-like growth factor; 1GE-1), temel
bitylime faktorii ailesi (epidermal growth factor; EGF) gibi cesitli bliylime
faktsrlerini indiikler (Sekil 211) Bu faktorler VDKH prolifetasyonu  ve
niigrasyonu aittinr ve inflamasyonun ortadan kaldinlmasina yardumer olur (70)
IL-6 matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu ile iliskili olmasina kargim (71)
Ang 1l uyatumi sonrasinda VDKH’letinde matriks proteinazlar iizerine direkt

etkileri oldugu rapor edilmistir 70)

Ang 1l bunun disinda, ckstraseliler matiiks (ECM) bilesimindeki
degisiklikleri tetiklet ECM'nin kontraktil diiz kas hiicre sentezi az miktardadu
fakat vaskiiler yeniden diizenlenme esnasida elastin, kollajen ve fibronektin
sentezi 6nemli bir miktarda artmaktadir. Ilgingtir ki ekstraseliiler ortamdaki bu

degisiklikler VDKH’lerinde proliferasyonu ve migrasyonu desteklemektedit (70)
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2.3. Reaktif Oksijen Radikalleri (Reaktive Oxygen Species, ROS)

2.3.1. ROS ve Metabolizmasi

Simdiye kadar biriken kanrtlar oksidatif stresin hiperlipidemi, diyabetus
mellitus, hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi ve kronik kalp vetmezligi gibi
hastaliklarla iligkili olan kardiyovaskiiler fonksiyon bozuklugunun baslamasi ve
ilerlemesinde major bir rol oynadigim goéstermektedit Oksidatif stres, endojen
antioksidan sisteme karg1 1eaktif oksijen radikallerinin artmas: ile meydana gelen
bit dwumdur ROS damarsal yapilarda her bir hiicre tipi tizerinde fatkh

fonksiyonel etkilere sahiptit ve hem fizyolojik hem de patofizyolojik 1olier

oynayvabilir (72).

Stperoksit anyonlan ve hidiojen peroksit gibi reaktif oksijen Sinekleri,
hiicieler arasi ve hiicie iginde ikinci mesajer olaiak efki ederek fizyolojik
(vaskiiler tonus ve hiicre biyiimesi) ve patofizyolojik (inflamasyon, iskemi-
perflizyon, hipertansiyon ve ateroskieroz) bir 1ol oynayabilir. (6,73) Ksantin
oksidaz, mitokondriyal oksidaz ve arasidonik asit nonvaskiiler dokularda oksidatif
molekiillerin major kaynaklaridir Halbuki mitokondri disinda membranla iliskili

NAD(P)H oksidaz vaskiiler hiicrelerde siiperoksit anyonunun onemli  Dbir

kaynagr oldugu goriilmektedir (74).

Bu enzim elektronlari NADH yada NADPH’tan molekiiler oksijene
transfer eder ve siipémksit anyonu olusturur (sekil 2 3.1). Vaskiiler oksidazin tam
molekill yapisi bilinmemekle birlikte nétrofil oksidaz ile benzer ozellikler
gosterir. Notrofillerde NAD(P)H oksidaz bes alt Giniteden oluswr: 22-kDa’luk bir
a-alt tinitesi (p227"): gliserolize 91-kDa’tuk bir B-alt tinitesi (gp91™™™) (bu ikisi
birlikte sitokrom bssg’i olusturui, elektron transfer elementi); sitozolik bilesenler

P47 ve p67"; ve diisiik molekiiler agulikli G proteini olan rac-1 veya rac-2.

Aktivasyon suasinda pd7™™ ve p67™™" proteinleri membrana transloke olur ve

sitokrom bssg ile iliskiye girerek aktif oksidazi olusturur (1). VDKH’letinde
p22°M% siiperoksit treten NAD(P)H oksidaz sisteminin kritik bir bilesenidir.
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Sckil 2.3.1.: VSMC iizerine ROS’un etkileri. ROS hticre i¢i sinval iletim yoliait ile bliyiime
faktorlerinin ve MCP-1 geninin tiretimini arttnr Ayrica hiicre biiyiimesi ve kollojen
depolanmasina da neden olur. Bu sekilde ROS vaskiiler yeniden diizenlenmeye katkida
bulunur (1}

NAD(P)H oksidazin Ang II aktivasyonu gec¢ olmakiadir ve VDKH’lerinde

valmzca Ang IT uyatimindan 60 dakika sonra saptanir (63,74). Bu etki 24 saat

boyunca stirekli olmaktadu NAD(P)H oksidaz bafimli sinyal yollann hiicre
biiviimesi gibi Ang 11 aracili uzun dénem sinyal olaylarinda muhtemelen dnemii
bir 1ol oynamaktadir. Buna dayanarak NAD{P)H oksidaz selektif inhibitér olan

DPI ile inhibe edildigi zaman VSMC de Ang 1l ile uyarilmis protein sentezide

inhibe olur (74,75). NAD(P)H oksidaz tarafindan inetilen stiperoksit, SOD

tarafindan hizli bir sekilde HyO,’ve déniistiirilin. HyO, de peroksidaz ya da
katalaz tarafindan yakalanit. O, ve H,O; birbitleri ile daha ileri reaksiyona
gitebilit veya demir iceren molekiillerle yiiksek detecede reaktif hidroksil (OH™)

radikalleri olusturabilit (72)

ROS olusumu sitokinter ve kalp, vaskiiler diiz kas, endotelyal, adventisyal
ve mesangiyal hiicrelerde Oy ve HO; tiretimini arttuan ve Ang 1I'yi de igeren bit
cok blylime faktoilerivle diizenlenir (72) (Sekil 2 3.2). ROS olusumu Ang II
bagimh  patogenezden sorumlu olabilir  fakat katekolamin  bafunh

hipertansiyondan sorumtu degildir (72). Oksidatif stres bagimh hipertansiyon
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temelint olusturan mekanizimalar endotelyal kaynakli NQ’in yikimi ve Oy ile
HO7'nin gigliy vaskiiler mitojenik etkileri ile iligkili olabilii (72). VSMC
bilytimesi kismen ERK-5 aktivasyonu yoluyla olabilecegi goziiken redoks duyarli
bir bilegenin sonucudur (72) ROS, VDKH hipeiplazi ve hipertrofisini uyarir,
halbuki antioksidanlar biiyiimeyi inhibe eder, apoptozisi tetikler, biiyiime
taktorleri ve hipertrofik ajanlara cevabi zayiflatr (72) Ang II aracili oksidatif
stresin son zamanlarda hiicre-hiicre etkilesiminde Snemli olan ve aterosklerozis
geligme siireciyle de muhtemelen ilgili olan endotelyal vaskiller hiicre adhezyon
molekiil-1°1 uyardign goriilmektedir (72). Vaskiiler biiyiime igin Ang 1I’nin
uyardifi HyO, olusumunun sinyal yollariyla baglantist son zamanlarda p38
MAPK olarak tammlanmistiz (75) ERK-5 1edoks duyarli bir kinaz olmakla
beraber Ang II'nin bu MAPK vyoluyla oksidatif stres bagimli bliyiime de araci
oldugu goztikmekiedir (72) Baska redoks duyailt yollar, Ang 11 ile bitlikte diger
tedoks duyarli yollarmn hiicre biiylimesi iizerine olan etkisi hiicre yasam protein

kinaz (Akt/PKB)"mn fosforilasyonu yoluyladu (75).

Damarsal yapilarda en dnemli ROS’lardan biri oksijenin univalant
reaksiyonu ife olusan siiperoksit anyonu (O;) dur (76). Bu reaksivon NAD(P)H
oksidaz ve ksantin oksidazi igeren gesitli enzim sistemleriyle meydana gelir.
Nitrik oksit ile O, reaksiyonu ROS’un viicuda en zararli tiyesi olan peroksinitrit’i
olusturur. Siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan O, in dismutasyonu ROS'un
daha stabil formu olan hidrojen peroksit (H>O;) olusturur Bu da daha senia
katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan H,O'ya enzimatik bir sekilde ¢evrilir,
H,0, yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikali (OH Y ne déniistiirtitmiis olan
kiicik gecis metalleriyle de reaksiyona gitebilir, ya da miyeloperoksidaz
tarafindan hipoklorik asid (HOCI) formuna metabolize edilebilit. Vaskiiler

hiicrelerin hemen hemen biitiin tiplerinde O3 ve HyO; tiretilir (77)

2.3.2. Enzimatik Olarak Siiperoksit Uretimi

NAD(P)H oksidaz, XO, nitrik oksit sentaz (NOS) ve MPO igeren bir ¢ok

enzimatik sistem damar yapilannda Oy ve onun tiirevlerini iiretir. Bu proteinlerin
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her biri damarsal yapilann normal fizyolojik durumlariyla degistizi icin relatif

olarak énemli gortinmektedir (72)

NAD(P)H oksidaz bir ¢ok alt {initeden olusur: elektron transfer unitesi
(gp91™, nox-1 yada nox-4), p22°"* ve diizenleyici alt tiniteler (p47°"*, p67™°
ve rac-1). Bu alt iinitelerin ekspresyon sekilleti vaskiiler hiicieler arasinda
degismektedir (78). Enzim aktivasyonu spesifik hiicie i¢i sinyallerin uyarilmasi ile
kisa stireli ve enzim alt tinitelerinin dtizenlenmesi yoluyla uzun siireli etkiler
meydana getiriz (79,80,81) Diisitk Ang II konsantrasyonlarinda bile (0.1 nM/L)

NAD(P)H oksidaz kkenli ROS artar, bu da bu enzim sisteminin fizyolojik olarak

onemli oldugunun kanitidir (82}

Uygun kosullarda NOS, NO eklendiginde O, tuetebilit NOS
tetrahidrobiyopterine (IsB) bagimli bir gekilde NO sentez etmek igin (-arginini
bir substiat olarak kullanir. | -arginin ve HyB konsantrasyonlan eger diiserse, yada
H,B okside olursa NOS serbest kalmaya baslar ve dnemli miktarlarda stiperoksit
iretit  (83) NAD(P)H oksidaz’in aktivasyonu HyB'nin oksidasyonuna ve

endotelval NOS’tan yiiksek miktarlarda stiperoksit iiretimine neden olarak

hipertansiyon olusmasim saglar (84)

Bir ubikitin olan ksantin oksidorediiktaz, ksantin dehidiogenaz ve ksantin
oksidaz olmak lizere fonksiyonel olarak farkli iki degigebilir formda bulunur (85).
Ksantin oksidaz ile olusturulmus ROS iskemi/repiirfizyon, hiperkolesterolemi ve
kronik kalp vetmezligindeki endotelyal —disfonksiyonu igeren degisik

klinikopatolojik durumlardan da sorumlu olabilir (85,806).

Son zamaunlarda vaskiiler patolojilerde MPO’nun rolti de aydinlatilmistir.
MPO fagositlerde bol miktarda bulunu ve H;O;'den HOCI ve diger oksidize
rneklerin olusumunu katalize eder (87) MPO, NO’i reaktif oksijen tmekleri

olusturmak igin kullanir, bdylece NO biyoaktivitesi azalir ve oksidatif stres artat

(38,89).
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2.3.3. VDKH’leri Uzerine ROS’un Etkileri

VSMC’nin bir ¢ok fonksiyonu ROS’un iiretimine baghdir Belki bu
islemler tizetinde en iyi ¢aligilant hiicie bilyiimesidir, fakat ROS inflamatuvar
mediatdilerin ve matriks bilesenlerinin ekspresyonu gibi miglasyonada neden

olur. Bunlaia ilaveten ROS VSMC de kasilmada da rol oynayabilir (72)

VDKH Biiyiimesi

Bilylimeyi  desteklemek igin fenotipi tahrip edilmis olan sentetik
VDKH’leri; hipertansiyon, ateroskleroz ve balon anjiyoplasti sonrasinda restenoz
gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda da bulundu ROS iietimi hipertiofik ve
proliferatif VSMC biiyiimesinin ikisine de yol agan bit ¢ok islemde vakindan
- gereklidir (72) Vazoaktif bir peptid olan Ang II'nin VDK letinde hipettrofiye
neden olabildigi birgok yildir bilinmektedir (Sekil 2.3.2.) Ang II bagimli VDKH

phox

hipertrofisi katalaz ve p22 antisensinin kullanilmasiyla inhibe edildi Bu

nedenle biiylimeye cevaptan NAD(P)H oksidaz kékenli ROS suglanmistir (72).

ROS, PDGE ve trombin gibi agonistlere cevapta da tam proliferatif bit rol
oynal. H;O;'nin VDKH’letinde proliferasyona neden olan etkileti kritik bir
sekilde konsantrasyona bagimlidu (90). Bununla birlikte PDGF va da trombin ile
VDKH proliferasyonu i¢in de H;O, gereklidit (91,92). Bu prolifetasyon N-
asetil sistein (NAC) veya DPI ile inhibe edilir Endojen tiretilen H,O,, VSMC’nin
yagam ve proliferasyonunun diizenlenmesinde de énemli olabilir, ¢linkii katalaz’in
overekspresyonu apoptozis oranini arttirken bazal diiz kas proliferasyonunu

inhibe eder (93)

ROS’un yukarida tammlanan etkileii VDKH’leri i¢in pozitif olmasina
ragmen, ROS VDKH’lerinde apoptozis ve farklilasmaya da neden olur. Li ve ark
glukoz/glukoz oksidaz yada dietilmalat’a VDKI’lerinin cevabimin hidroksil
radikallerinin olusumu yoluyla apoptozise neden olduklarim gésterdi (94). Oysa
Su ve ark. endojen ROS’un VDKH olgunlasma ve farklilasmasin artirdigini rapor

ettiler (95) Bu farkli géziiken etkiler VDKH’letin gosterdigi gibi ROS’un
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Sekil 2.3.2.: ROS’un kaynaklar ve hiicresel etkileri. NAD(P)H oksidazdan kaynaklanan ROS
VDKH’lerinde hipertrofi, proliferasyon, migrasyon, matiiks diizenlenmesi ve sitokin
{iretimine neden clur. Bunlarin sonucunda da hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet ve

restenoz’a neden olur (72)

yapist ve miktarlar ile agiklanabilir Yiiksek konsantrasyonda H>O, (500 pmol/L
- 1 mmol/L) apoptozise neden olur, oysa orta derecedeki konsanttasyonlar (100

pumol/L) hiicre dongiisiinde G1 fazinda duraklamaya neden olur (96)
Migrasyon

VDKH migrasyonu major vaskiiler patogenez bilesenlerinden biti olarak
kabul edilir. VDKH migrasyonunun kesin mekanizmalati belli olmamakla
beraber, ROS un bu islemde 1olii oldugu agik¢a gdsterilmistir. Sundaiesan ve ark.
PDGF bagimh VDK kemotaksisinin katalaz overekspresyonu tarafindan inhibe
edildigini gosterdiler (91). Bu Weber ve atk. tarafindan PDGF ile uyanlmig
VDKH migrasyununun NAC, DPI, ebselen ve dominant negatif tac tarafindan
inhibe edildiginin gostetilmesiyle de son zamanlarda saptandi (97) Bu da
NAD(P)H oksidaz yoluyla O, iiretiminin VDKH migrasyonu igin agonist

oldugunun kamtidu. ROS bagimli VDKI migrasyonundan sorumlu sinyal

molekiiflerini tanimlamak biiyiik bir ilgi uyandiracaktir (72}




Matriks Diizenlemesi

Matiiks matelloproteinaz’lar (MMP’ler) tarafindan ekstra seliiler matriks
‘yikim ve yeniden diizenlemesi fizyolojik ve patofizyolojik vaskiiler diizenlemede

- opemli olaylardir. Son caligmalar MMP’lerin aktivitesinin ROS tarafindan

:_.'_.'dijzen!endigini ortaya ¢ikardr Rajagopalan ve ark insan VDK ’lerinden sekiete
edilen pro-MMP-2 ve pro-MMP-9'un ROS tarafindan aktive edildigini gésterd;
(98). ROS’un diizenledigi ve MMP aktivitesi tarafindan meydana gefirilen i¢
mekanizmalarin Fu ve aik. tarafindan saglanmast MPO kékenli HOCI nin sistein
bitimlerinin oksijenasyonu ile MMP-7"yi aktive ettigini bulmalarm sagladr (99).

Bu MMP proenziminin iyl bilinen proteolitik parcalanmasmdan farkli bir

mekanizmadir. MMP’lerin gen ekspresyonu ROS tarafindan diizenlenir. Mekanik
uzamaya karsi vaskiiler diiz kaslar hiicrelerinde MMP-2 mRNA, NAD{P)H
oksidaz kaynakli ROS duyarlr bir sekilde artar Bu yiizden ROS bir ¢ok diizeyde

matriksin yeniden diizenlenmesini kontrol eder (100).

inflamatuvar Gen Ekspresyonu

Ateroskleroz, gesitli sitokinlerin vaskiiler lezyonlann ilerlemesinde énemli
bir 1ol oynadiklat inflamatuvar bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Sitokin gen
ekspresyonu ile meydana gelen major mekanizmalardan biri niikleer faktor-x
(NF-kB)'mn aktivasyonunun artmasidi. NF-kf3, ROS duyarli bit transkiipsyon
faktSriidiin ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1} ile interlékin-6 (1L-6)"v1
iceten proinflamatuvar genlerin ekspresyonunda metkezi bii role sahiptir (101).
VDKH’letinde Ang II ve INF-a’'min ROS bagimli bir sekilde NIE-xkB’y1 uyararak
bu genleri arttirdig gériildii (102,103,104).

Kontraksiyen

O7*nin NO inaktivasyonuyla vazomotor tonusu diizenledigi ivi bir sekilde

saptanmigtu. Bununla bitlikte VDKH'leii {izetinde ROS’un direkt etkisi

tartigmalidir. M0, pulmoner, kroner ve mezenterik artetlerde vasorelaksasyona
neden olur (105,106). Buna karsi ksantin oksidaz tarafindan iiretilmis ROS,

aotlada vasokonstriiktdrdin ve ROS bagimli kontraksiyon, hipertansif ratlarda
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kendiliginden artar. Aynca Ang II'nin aoitada yaptign kontraksiyon katalaz
tarafindan inhibe edilit. Bu géiiinen farkliliklar, kotii vaskiiler ¢ahgmalar yada
6zel sistemlerde tiretilmis ROS’un  konsantrasyonu nedenivle olabilir.
Konsantrasyon tizerine ROS’un etkilerini tam olaiak agiklamak i¢in daha ileri

caligmalara ihtiya¢ vardir (72).

2.4. MITOJEN AKTIiVELI PROTEIN KiNAZLAR (MAPK)
2.4.1. MAYP Kinazlarm Ozellikleri ve Diizenlenmeleri

1989 ve 1991 yillan arasinda ilk MAPK sekanslaii, memeli MAP kinazlai
FRKI1, ERK2 ve ERK3 tamumlanmaya baslamistu (107) ERKI1 ve ERKZ2'nin
aktiviteleri iki substratla 1utin olarak él¢lilmektedir Buntar miyelin temel protein
(miyelin basic protein; MBP) ve mikrotiibtl-iligkili protein-2 (Microtubul-
associated protein 2; MAP2Ydir (108). MAP “mitojen-aktiveli protein™
kelimelerinin bag harflerinden olugmustur ve 1980°lerin ilk donemlerinde ilk kez

mitojen- uyarimh tirozin fosfoproteinleri olarak tammlanmugtir (109)

Mitojen aktive edici kinazlat serin/treonin protein kinazlarin bir ailesidir
ve hiicte i¢i protein fosforilasyonlar: ile hiicre digt sinyallerin nukleusa iletimine
araciltk  edetler. Bu vyolla transkripsivonel faktorler aktive olarak gen

ekspresyonlai1 artar ve hiicresel cevap olusuz

Memeli MAP Kinazlari 6 ana alt sinifta toplanmigtir (110);
]- ERK 172 (sirasiyla p42-kDa MAPK ve p44-kDa MAPK olarak da bilinir);
ERK 1/2 mitojenik ajanlar ile uyarim sonrasinda proliferasyona yonlenir.
Hedef transkripsiyon faktorleri Fik1, c-Myc ve p90 ribosomal S6 kinazdir.
2- ¢~ Jun N-terminal kinazlar (INK) 1,2,3 ve Sties Aktive edici Protein
Kinazlar (Stress- Activated Protein Kinase; SAPK); INK’lar stiesle aktive
olan protein kinazlardi ki bunlar c-Jun tanskripsiyon faktoriing, AP]

transkripsiyon fakoriiniin bir komponentini aktive ederler.
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3- p38 MAPK; p38 a, B, v. 8 olarak adlandiilan 4 tane p38 izoenziminden

olugur. p38, INK uyarnmna benzer sekilde uyarilir fakat fonksiyonlan

INK lardan farklidir,
4- ERKG6; p38 benzeri MAPK.
5- ERK3

6- ERKS (Big MAPK 1 olaiak da adlandirilu)

MAPK  bagimli sinyal yollann hiicie bilytimesi, apoptosiz, hiicresel
fatkiilagma, transformasyon ve vaskiiler kontraksiyondan sorumludur (111,112,
ERK1/2 bitytime ve farklilagma uyaranlarina cevap veritken, INK ve p38 MAPK

genellikle sitokinlere ve hiicresel strese cevap verir (111-114),

MAPK; hiicte biiylimesi, transformasyon, farklilasma ve apoptozis gibi
cesitli fizyolojik iglemleri kontiol eder. Bu kinazlann aktive olabilmesi icin
treonin ve tirozin birimlerinin her ikisinin de fosforile olmas: gerekir. Spesifik
MAPK  fosfatazlar tarafindan inaktive olular  MAPK sinval yolunda
fosforilasyon  ve defosforilasyonun birlikte denge halinde olmasiyla MAPK
aktivitesi diizenlenir ve bu sekilde hiicreler ¢eviesel degisikliklere hizl bir sekilde

adapte olur (115).

MAPK sinyal yolunda birbitini ardi siza takip eden 3 tane aktiviteli kinaz
oldugu bilinmektedir Bunlar; MAP kinazlar, MAPK’v1 fosforlayip aktive eden
MAPK. kinazlar (MKK veya MEK) ve MEK’i aktive eden MAPK kinaz kinaz
(MKKK veya MEKK)'lardir. MAPK’larin ana hedefleri diger protein kinazlar,

fosfolipazlar ve transkripsiyon faktéileridit (115).
2.4.2. p38 MAPK
Stresin aktive ettifi bir serin/treonin protein kinaz olan p38 MAPK,

MAPK stiper ailesine aittit. Ultiaviyole 1s1k, radyasvon, 1s1, sok, yilksek osmotik

stres, proinflamatuvar sitokinler ve bazi mitojenleri iceren c¢esitli hiicie dist

uyatanlar kinaz aktivasyon kivirmi igindeki bir TGY motifini fosforile eder.
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Sekil 2.4.1.: Memeli MAPK Sinyal Yoliarinn Sematik Gosterimi PAK, p21 aktive edici kinaz
(p21-activated protein kinase); TAK, IGF-B aktive edici kinaz (TGF-B-activated
kinase); TAO, (thousand and one amino acid kinase); BMK, Bitviik MAP kinaz (big
MAP kinase) (1)

Bu fosforilasyon sonucunda p38 MAPK aktive olarak stresle diizenlenen bir
protein kinaz kaskadmm tetiklenmesini saglar p38 MAPK apoptozis, sitokin
tretimi, transkripsiyonel ve sitoiskeletal diizenlenme de majér bir rol oynadids
gorimmektedir Bu nedenle p38 MAPK sepsis, iskemik kalp hastalif, artiit, HIV

enfeksiyonu ve Alzheimer hastaligimin nedenlerinden sorumlu olabilit (116).

p38 MAPK ilk olatak lipopolisakkaritle uyarilmis  makyofajlarda
titozinden fosforlanmig bir protein olarak tammlandi. Daha soma osmotik sok
durumu altinda aktive oldugu bilinen maya HOG1 (High Osmolarity Glycerol
Responsive 1) kinaz ile énemli derecede benzerlik gosterdigi bulundu Insan P38
MAPK 110111010gla1‘1 lipopolisakkaritle (LPS) uyanlnus monositlerden salman

INF (tiimor nekrozis faktér)-o ve interlskin (IL)-1 sahmisuu bloke ettigi bilinen

pinidinil imidazol bilegiklerinin (sitokin baskilayier antiinflamatuvar ilaglarin)

hedefi olatak tanimland:. p38 MAPK pioteinleri bu yiizden CSBP-1 ve -2 (sitokin

baskilayic anti-inflamatuvar ilaglart baglayan proteinler) olarak adlandirildi Ik




p38 MAPK'in (p38a) klonlanmasindan somnia p38B (SAPK2b olarak da
adlandmlir), p38y (ERK-6/SAPK-3 olarak da adlandinlit) ve p388 klonlandi
BunJar amino asit agisindan suwasiyla %73, %63 ve %62 oranmnda p38a ile
benzetlik gosterit. Buna ilaveten p38c ve Bmn ikisi ek alternatif formlara
sahiptit. Bu nedenle p38 MAPK 1 6 izoformunun oldugu kabul edilit izoformlar
ekspresyon, aktivasyon ve substiat spesifitesi agisindan aralarinda fonksiyonel
farkliliklar gOsterir. p38c 1okosit, karaciger, dalak, kemik iligi, tiroid ve
plasentada aym anda eksprese edilir. Buna kaist p38y piimer olaiak iskelet
kaslarinda eksprese edilirken, p38p beyin ve kalpte en yiiksek diizeyde eksprese
edilir. p385 ise akciger, bobiek, GIS, testis, over, adrenal ve hipofiz bez gibi
endokionolojik olarak aktif organlarda salgi bezi epitelyumu boyunca giiglii bir
sekilde eksprese edilii. LPS uygulanmasi p38a’yr aktive eder fakat p38p da
herhangi bir aktivasyon yapmaz. Halbuki transkripsiyon faktétleri MEF2-A ve —C
p38o. ve B’y etkili bir gekilde fosforile ederken p3 8y veya &’da aktivasyona neden
olmaz (116,117)

2.4.3. p38 MAPK Yolunun Ust Basamak Diizenlenmesi

MAPK  aktivasyonuna yol acan iist basamak sinyal kaskadinin temel
organizasyonu biitlin  okaryotlar arasmda vyiiksek derecede korunmustur.
MAPK’lar genellikle kinaz alt birimi VIII igindeki fosforilasyon dudag: veya
aktivasyon krviimi olarak tammlanmrs yiizeyde acik olan bir bélgeden fosforile
edilerek aktive olur Fosforilasyon bir Thi-Xxx-Tyr ikili fosforilasyon motifi
igindeki treonin ve tirozin birimleri {izerinden meydana gelmekiedir. Merkezi Xxx
birimi Erk MAPK ailesinin biitiin iiyelerinde bir glutamat, JNK ailesinin

tyelerinde bir prolin ve p38 MAPK ailesinin iiyelerinde bit glisin amino

asidinden olugmaktadu. Fosforile bu alanlar {ist basamak kinazla: icin

muhtemelen ok Snemli bir spesifiteye sahiptir (117).

MAPK lar1 direkt olarak fosforile eden kinazlar MAP kinaz kinazlar
olatak adlandinilmustic ve MAPKK, MEK yada MKK olmak izere degisik
sekillerde kisaltilmisir MKK-3 ve MKK-6, p38 MAPK in in vivo ve in vilro
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major st basamak aktivatérleri olarak kabul edilmislerdir. MKK-6 tim p38
MAPK izotiplerini fosforile ediyor gézitkmektedir, halbuki MKK-3 yalnizca p38
ay ve 8’1 fosforile eder. MKK-4 TNK’larn {ist basamak bir aktivatdrii olmakla
beraber in vitro veya Kkiiltiwe hiicre dizilerinde eksprese edildigi zaman P38
MAPK’1 aktive edebilit fakat in vivo fizyolojik bi aktivats: oldugu
diguniilmemektedir. Bununla birlikte yeni bit gen-hedefi ¢alismast MKK-4 -/-
nakavt fibroblast hiicrelerde TNF, anisomisin yada hiperosmotik stiese cevapta
JNK ve p38 MAPK'n her ikisinde de fosforilasyon defektleri oldugunu
gostermistir. Bu nedenle son zamanlaida MKK-4'ten P38 MAPK’a in vivo bir

yolun miimkiin olabilecegi vurgulanmaktadir (118)

MKK-3 ve -6 gibi MAPK’las MAP kinaz kinaz kinazlar olarak
adlandinlan {ist basamak kinazlar tarafindan kendi kendilerini diizenler. Bu giine
kadar MEKK-1, MEKK-2, MEKK-3, MUK (MAP upstream kinase), MLK
(mixed lineage kinase), TP1-2 (tumor progression locus-2), MTK-1/MEKK-4,
TAK-1, ASK-1 (apoptosis signal-regulated kinase) ve TAO (thousand and one
amino acid protein kinase) gibi adlarla adlandirilan MAPKKK siiper ailesinin
iiyeleri stresle aktive edilmis MAPK vyollarmnin aktivasyonundan sorumludur. p38
MAPK vyolunu aktive eden her bir MAPKKK'nin bu kaskad icinde ne gibi
fonksiyonlar gosterdigi agik bir sekilde tanimlanamammstin. Fakat su ana kadar
yapilan ¢aligmalaia gére MEKK-1, MEKK-2, MEKK-3, MUK, MLK ve Tpl-2
p38 MAPK dan ziyade oncelikli olarak JNK’y1 aktive ediyor goriinmektedir Ote
vandan TAK-1, MIK-1/MEKK-4, TAO ve ASK-1 p38 MAPK volunun daha
etkili aktivatoileridit (119). Kamitlar Rac ve Cded2 igeten Rho ailesinin GIP
baglayan proteinleri gibi diigtik molekiiler agulikhi guanozin 5°-fosfat baglayan

proteinter INK ve p38 MAPK st yollarinda bulundugunu géstermistir (117).

2.3.4. p38 MAPK Aktivasyonunun Alt Basamak Etkileri

Hiicresel fizyolojinin diizenlenmesinde hizli bir sekilde artarak gorev

yapan p38 MAPK rolii bilinmekle beraber, p38 MAPK mn direkt substratlar: daha




Tablo 24.1: p38 MAPK’nm vaskiiler diiz kas hitcrelerindeki etkileri (84).

Gen Ekspresyonu
Transkiipsiyon faktos aktivasyonu
Protein sentezi

Sinyal iletimi
Adrenarjik yolak
Arasidonik asit yolag:

Sitokin yolaklari
Nitrik oksit yolag
Hticie Biyolojisi
Apoptozis
iskelet sistemi ve haieket
Farklilagma / biiytimenin durmasi / proliferasyon
Is1 sok ve oksidatif sties cevaplari
Néotrofil aracili inflamasyon
Hastahklar
Kardiyak dwum ve hipertrofi
Infeksiyon hastaliklan
iskemi / 1epei fiizyon
Néronal patoloji

Yara iyilesmesi ve dokunun yeniden diizenlenmesi

yeni tammlanmaya baglanmistit p38 MAPK vyolu tarafindan diizenlenen bazi
genel etkiler tablo 2.4.1 de verilmistit (117).
Gen Ekspresyonu

p38 volu birgok transkiipsivon faktéiiiniin  aktivesini
volu fosforillenit ve aktive

ve genin

ckspresyonunu  kontrol eder p38 MAPK
transkripsiyon faktdr (ATF)-1/2, CHOP/GADDI153 (biiyiime duraklamasi ve

DNA zaran), ¢oklu CREB’ler (cyclic AMP response elemeni-binding proteins),
ELK-1; Ets-1, MAX, MEF-2A, MEF-2C, NF-xf, HSF (hear shock transcription
factor)-1 ve SAP-1"i igeren biigok transkripsiyon faktériiniin aktivitesini arttun

Bazi transkripsiyon faktdrlerinin p38 MAPK’nm direkt substratlarr oldugu
bilinmekle birlikte, digerleri alt basamak protein kinazlar tatafindan aktive
edilirler. Bunlat MAPKAP-2 (MAP kinaz aktiveli protein kinaz-2) gibi p38
MAPK fosforilasyonunu ile kendi kendilerini aktive ederler, Buna ilaveten bazi
diger nanskiipsiyon faktdilerinin aktivasyonu p38 MAPK aktivitesine bagunly
oldugu bilinmektedir (fas ligand promotor ve osmotik response enhancer element-

driven gen ekspresyonu gibi), fakat proksimal kinazlar daha aydmlatilamamustir.




Tablo 2.42.: p38 MAPK’nm substratlait ve sonraki hedef proteinler (84)

11k Substrat Sontaki Substrat
MAPKAP-2/3 (MK2/3) CREB
Hsp27
LSPI
SRF
Tirozin hidroksilaz
MNK1/2 elF4E
MSK ] CREB
PRAK
3pK
RSK-B CREB, fos

p38 MAPK nin direkt substiatlart ve onlarn alt basamak hedetfleti tablo 2 4 2 de

liste halinde verilmigtir (117)

Hiicre Sinyali

Hiicresel diizeydeki etkilerine ilaveten p38 MAPK sitokinler,
katekolaminler, nitrik  oksit (NO) ve arasidonik asit {riinlerinin {iretimini
diizenlemek yoluyla 01'gai1 ve doku seviyesinde stiese karsi cevabin
diizenlenmesinde yardimci bir rol tistlenir (117).
Adrenarjik Yol: Kiomafin ve feokromasitoma hiicrelerinde p38 MAPK yolu
ttanskripsiyondan bagimsiz  bir mekanizma yoluyla katekolaminlerin
bivosentezini arttirnn. MAPKAP-2, katekolamin sentez volunda ¢ok erken bir
adim olan tirozin hidroksilazin fosforilasyon ve aktivasyonunu katalize eder
(117).
Arasidonat Sinyali: Arasidonik asit (prostaglandinler, lokotrienler ve diger
eikasonoidler)  metabolitleri  inflamatuvar  cevaplanin uyanlmas:  ve
baskilanmasinda anahtar mediatorlerdir. PLA;, fosfolipidletden aragidonik asit
salmigint primer olarak diizenleyen bir enzimdir Nétrofillerin INF-a’ya ve diiz
kas hiictelerinin ET-1"e maruz kalmasi iizerine, bu enzim p38 MAPK bagimh
fosforilasyon ve aktivasyon yoluyla artar (120,121).
Sitokin Sinyali: p38 MAPK bazi sitokinlerin hem tiretimi hem de hiicresel
cevabinda rol oynat. INF-c ve IL-1 {uetimindeki rolii bilinmekle bitlikte p38

MAPK 1L-4, IL-6, IL-8 ve IL-2’nin iiretiminde de rol oynar. p38 MAPK bazi

sitokinlerin hiicresel cevabinda kritik bir rol oynar. Mesela insan nétrofilleri GM-




CSF, INF-o ve TGF-B’ya maruz buwrakildiklann zaman p38 MAPK aktivasyonu
ohur (117)

NO Sinyali: p38 MAPK iki noktada NO’in iietiminde gereklidir.
Birincisi p38 MAPK NO sentaz igin bi1 substrat olan atjinin’in taginmasini aktive
ederck hiicre i¢i konsantrasyonunu arttuir, bu da NO {iretimini arttunr (122),
fkincisi NO sentazin uyanlabilir formunun gen ekspresyonunun artigt igin

gereklidir (123).

Sitoiskeleteal Dinamikler

Bir ¢ok hiicte tipinde (epitel, diiz kas, endotel hiicreleri) migrasyon, p38
MAPK inhibitérii olan SB 203580 ile bloke edilir. Daha yeni tamimlanmaya
baslanmasina ragmen tiim p38 MAPK substratlarinin bu olaydan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedit. Cesitli sitoiskeleteal proteinler (microtubule associated profein
tau, actin associated protein hsp27 ve intermediate filament proteins h-caldesmin,
vimetin ve creatin polipeptides 8) p38 yolunun substratlandu p38 MAPK mmn
katalizledigi bu fosforilasyonlardan hanginin en 6nemli oldugu belirsizdir.
Bunlardan valmzea bsp27 fosforilasyonunun etkisi genis bir sekilde galigiimistn.
p38 MAPK nin aktivasyonu MAPKAP-2 yoluyla kiigiik 15t sok proteini hsp27'nin

fosforilasyonuna neden olux (117)

2 4.4. MAPK Fosfatazlar Tarafindan Stres Kinaz Yollarinm Fizyolojik

inaktivasyonu

MAPK fosfataz (MKPYlar aktivasyon kiviimmndaki treonin ve tirozin
kalntarn her ikisinide kritik bir sekilde MAPK ailesi {iyelerini bazal inaktif
durumlarina doniistiiren ¢ift spesifiteye sahip protein fosfatazlardir. Su ana kadar
bu grubun MKP-1 (CL-100), MKP-2 (hVI2, TYP-1), MKP-3 (Pystl, 1VHO6),
MKP-4 (Pyst3), MKP-5, PACI, hVH2 (B-23), hVH5 (M3/6) ve Pystl olmak
lizere dokuz tiyesi rapor edildi. MKKP-1 ilk izole edilen MKP dir. MEKP-1’in ERK,
JNK ve p38 MAPK’1 defosforile ettifi gisterildi. Belitli MAPK igin MKP*lerin
substrat spesifitesi yeni ¢dziilmeye baslanmasina ragmen Franklin ve atk MKP-
1’in p38 MAPK ve JNK’lann ERK’lerden daha giiclii bir gekilde inhibe ettigini
buldular Benzer bir sekilde MKP-5 te, p38 MAPK ve INK’y1 inaktive ederken
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ERK leti inhibe etmez Halbuki MKP-4 ve MKP-3/6 ERK leti p38 MAPK ve
INK’lardan daha gii¢lii bir sekilde defosforile eder. Sties kinaz yollarinin hiicre
yasami ve apoptoziste gibi zit roller de oynamasindan dolayr MKP spesifitesinin

ek ayintilan, onlatm dizenlenmesi ile kansikhfin anlasilmasinda yardimes
olabilir (117)



GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal ve Kimyasal Malzemeler
3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Kollajenaz Tip 1A, Hank’s Balanced Salt Solutions (HBSS), Dulbecco's
Modified Fagle's Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS), elestaz
pankreatik tip F, penisilin (100 U/ml)-streptomisin (100 pg/ml), soya tripsin
inhibitér 1S (STI), tripsin EDTA solusyon (10X), akrilamit, bisakrilamit,
amonyum persiilfat (APS), tetrtamethylethylenediamine (TEMED), TRIS,
kalsiyum klorid (CaCl,), bovine serum albumin ve Ras inhibitorii olan FIS

Sigma’dan satin alindi.

Hiicre kiiltiirii islemi igin kullanilan pefiiler (20 mm), flasklar (12.5, 25 ve
75 em?) ve plastik tiipler (15 ve 50 ml) gibi sarf malzemeleri R & D Falcon

firmasindan satin alindi

Medyum saklama amaciyla Simax marka otoklavlanabilir cam siseler

kullaniidi.

Vaskiiler diiz kas hitere (VDKH) kiiltiiriinde aktivator olarak kullamlan
Anjiyotensin I Sigma’dan, inhibitd1r olarak kullanilan DPI Calbiochem’den satin
almdi AT, reseptdr antagonisti losartan, Meick Sharp & Dohme fiimas:

tarafindan hibe edildi.

VDKH kiiltiiriindeki hiicrelerin immiinohistokimyasal analizler i¢in Dako
marka immiinohistokimya kiti kullamldi Bu islemde kullamlan g-aktin ve Von
Willebrand faktoriine karst olan primer antikorlar ile bunlara karst olan sekonder

antikorlar Sigma’dan almd1
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Protein &lgiimleri i¢in Bio-Rad marka protein 8l¢iim kiti (Bio-Rad katalog
~ no 500-001) ve standard: kullanild:. Western blot iglemleri Bio-Rad matka Minj-
Protean Western Blot seti kullamlaiak yapildi Sinyallerin saptanmas: icin HRP
(Horse-Radish Peroxydase) substrat (kemiluminesans gelistirici, Bio-Rad marka
katalog no 170-5040) kullanildi Pioteinlerin membrana tiansferi i¢in Bio-Rad

marka por genisligi 0 45 pm olan nitroseluloz membranlar kullamldi

Membranlardaki sinvalletin filme aktaulmasinda yiiksek kaliteli
Amersham marka film, filmlerdeki sinyallerin geligtitilmesinde ise Illugater

matka developer ve fiksatif kullanildi.

Gliserol, sodium dodecyl sulphate (SDS), glisin ve 2-merkaptoetanol

Amresco’dan satin alindi

Ethylene diaminetetraacetic (EDITA), bromofenol blue ve metanol
Merck’den alindi. L-glutamin ve Hepes (N-(2-hidioksietil) piperazin-N-(2-etan-

sulfonikasit)), Bio Ind’ten satin alindi.
p38 MAPK proteinine spesifik fosforile rat primer p38 MAPK antikoru ve
tavsan kokenli fosforile rat primer p38 MAPK antikoruna spesifik sekonder

antikor Chemicon firmasindan temin edildi.

3.1.2. Geregler ve Arastirmamn Yiiriitilldiigii Birimler

Spektrofotometre : Thetmo Labsystems Multiskan Spectium, 1504
UltraSantrifii] : Heraeus Instruments Megefuge 1.0 R

Santrifii] : Niive NF 800

Inkiibatét - SL Shel Lab CO; Incubatér

Sonikator : Bandelin sonopuls UV 2070

(alkalayici : Stovall, The Belly Buttum

pH Metie : Schott CG 840

Su Banyosu : B. Braun Biotech International




Hassas Terazi : Shimadzu AW 120
Glig Kaynag: : Power Pack 300, Bio-Rad
Inverted mikroskop  : Zeiss, Olympus

Kultir Kabini : Hera Safe Kendio D-63505

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Univeisitesi Sterilisazyon Merkezinde

steril edildi

Deneyde kullamilan 250-350 g aguligindakit erkek wistar ratlar Akdeniz

Universitesi Deney Hayvanlan Laboratuvatindan temin edildi

Vaskiiler diiz kas hiicielerinin izolasyon islemleri, Akdeniz Universitesi

Deney Hayvanlar1 Biriminde yapildi

Primer hiicre kiiltiirit islemleri ve piotein dlgiimleri Akdeniz Universitesi

Merkez Aragtirma Laboratuvar’mda yapilds

Immiinohistokimya ve Western Blot teknikleri Biyokimya ve Histoloji

Anabilim Dallarinda yapildi

3.2. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Izolasyonu (124)

3.2.1. Transfer Medyumunun Hazirlanmass

Dokunun kiiltiir ortamina stetil ve canli bir sekilde taginmas i¢in transfer
Hazirlanan soliisyon 022 um’lik filtrelerden gegitilerek steril edildi ve Ustiine
steril HBSS cklenip final hacim 100 ml’ye tamamlandi Final hacimde % 2
oraninda olacak sekilde penisilin (100 U/ml)-streptomisin (100 pg/ml) eklendi ve
+ 4 °Cde sakland1.
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3.2.2, Vaskiiler Diiz Kas Hiicre izolasyon Yontemi

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlann Laboratuvannda 250-350 ¢
agithgimdaki erkek Wistar ratlan steril kosullar altinda eter anestezisi uygulanarak
bayiltildi Toraks ve abdomen agildr Toiasik ve iist abdominal aort disseke
cdilerek buz igerisindeki steril petri kabma aktanld: Petri igetisine tiansfer
medyumu konuidu ve steril enjekidre ¢ekilen 4-5 ml transfer medyumu ile
aoitanm i¢ ¢eperi yikandi. Petri kutusu igindeki aoita UV ile steril edilmis ayi bir
odaya almdi Aoit, buz tizerinde ve disseksiyon mikroskobu altinda transfer
medyumu igeren temiz bir parafinli petri kabina aktanldi. Aorta segmentleri
temizlenirken kaymamas i¢in iki ucundan toplu igneler yardiniyla parafin bloga
tutturuldu Steril mikio ceriahi set yarduniyla aortanin dis kismindaki vaglar ve
-venoz yapilar temizlendi. Aotta boylamasma kesilerek hafif gerilmis vaziyette
uglatindan toplu igneler ile parafin bloga tutturuldu, Aortamn i¢c kismindaki tek
katlr epitel dokusu pamuklu bir ¢ubuk ile hafifce siyrildi. Bu sekilde aortun tek
kath epitel dokusu ortamdan uzaklagtutld:. Mikroskop altinda tek katli epite]
hiicreleri ortamdan uzaklastirdiktan sona aort ters ¢evrildi. Aortun dis kismunda
kalan yag pargalar ve kapiller damarlar tamamen temizlendikten sonra steril bir
bistlirt yardimiyla aortanin dist kazindi Bu sekilde, aort dis duvarndaki
adventisya dokusu da ortamdan tamamen uzaklagtiilnus oldu. Tek katlr epitel
tabakasi ve adventisya aort iizerinden uzaklastuildiktan sonra aoita tiansfer
medyumu ile yikand: ve icinde stetil transfer medyumu bulunan 1 5 mI’lik plastik
tiipe alind1. Daha sonra plﬁstik tlp buz igerisinde hiicre kiiltiiriiniin yapilacag

ortama hizli bir sekilde aktarilds,

3.3. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii (124)

3.3.1. Enzim Ayrisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Enzim ayrnisma solusyonu ise final hacim 4 ml olacak sekilde steril HBSS

soliisyonu igetisinde (Ca**-Mg™ icermeyen) 0.2 mM Ca*? (CaCly; 10 ml HBSS
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soliisyonu igerisinde 2352 mg CaCl, cbzilerek 0.22 um’lik steril filtreden
gecirildi ve steril olarak +4 °C’de saklandi), 15 mM Hepes pH 7.2-7.3 (10 mi
HBSS igerisinde 143 1 mg Hepes ¢oziilerek 0.22 pm’lik steril filtreden gegirildi
ve steril olarak +4 °C’de saklandi), 0.0625 mg/ml elastaz (5 ml HBSS iginde steril
5 mg tip E pankreatik elastaz, ¢éziilerek 0.5 ml’lik steril plastik tiplere béliindi
ve -20 “C’de sakland1), 0 25 mg/ml soya tripsin inhibitér (5 ml HBSS soliisyonu
icerisinde 5 mg STI Tip IS tartilip ¢dziilerek 0.22 um’lik steiil filtreden gecirildi
ve +4 °C’de saklandi), 0.5 mg/ml kollejenaz (12.5 mi HBSS i¢inde 100 mg
kollajenaz ¢ozillerek 0.5 mPlik steril plastik tiiplere bolindi ve -20 “C’de
saklandi), 2.0 mg/ml bovine serum albumin (5 ml HBSS soliisyonu igetisinde 80
mg albumin ¢dzillerek 0.22 pum’lik steril filtreden gegirildi ve +4 °Cde saklandi)
¢Oziilerek hazirfandt Bu stoklardan tablo 3.3.1’deki gibi hacimler alnarak 4 ml

enzim ayrigma solusyonu haziland:

Tablo 3.3.1.: Enzim Ayrisma Soliisyonu Bilegenleri ve Miltarlan

Soya Tripsin Inhibitdr 1 ml
Hepes 1 mi
Ca™’ 0.5 ml
Bovine Serum Albumin 05ml
HBSS 035 mi
Elastaz 250 pl
Kollajenaz 250 d
Toplam 4 ml

3.3.2. Medyum (Besi Yeri) Hazarlanmasi

Hilcre besi yeti olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
kullanild, 500 ml’lik besi yeti hazirlamak icin; L-glutamin 0.584 g/L, Hepes 25
mM olacak sekilde, ayn ayn 10 ml saf DMEM’de ¢bzillerek hazirlandi

Hazirlanan her iki soliisyon 0.22 pmvlik steril filtrelerden gegiritdi 425 ml
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medyum tizetine 50 ml fetal bovine serum (FBS) (% 10), 5 ml (% 1) penisilin=
stteptomisin (10,000 U penisilin, 10 mg stieptomisin) ve  steril filtrelerden
gegitilen 10 ml’lik L-glutamin ile 10 ml’lik Hepes ilave edildi Sonugta toplam
500 ml'lik besi yerleri hazirlandi. Hazulanan 500 ml’lik besi yeri solusyonu 100

ml’lik Simax marka otoklavlanabilit cam siselere aktarilarak + 4 °C de sakland:

3.3.3. Diiz Kas Hiicre Kiiktiirii Metodu

Transfer medyumu i¢indeki temiz aorta, UV ile stetil edilmis kiiltiir kabini
icetisindeki 15 ml’lik doku peti kaplarma transfer edildi Ortamdaki transfer
medyumu otomatik pipet ile gekileiek atildi. Petri kabr icerisinde aort iki adet
steril bistiiri yardimuyla gok kiigiik parcalara ayrildi. Bu sekilde aort dokusunun
enzim ile reaksiyona girecek yiizey alam arttuilims oldu Toplu igne basi gibi
kiictik pargalara ayriimis olan aort lizerine enzim ayiigma sotusyonu (4 ml, 37 °Cy
eklendi Doku petri kabmm kapag: kapatildi ve etrafi parafilm ile sarildi Aort
vaskiiler diiz kas dokusundan enzimler yaidimiyla diiz kas hiicrelerini ayristumak
icin petri kabi 45 dakika, 37 °C’lik etitvde hafifce calkalanarak inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra doku petri kabi etitvden cikarildi ve steril kiiltiir kabini
icerisine alindi. Daha sonra diiz kas hiicrelerinin mekanik etkiyle birbirinden
ayitlmasmnt kolaylagtumak i¢in doku 8-10 kez 14 pm’lik ¢elik kaniil uglu 10
ml’lik plastik enjektdre ¢ekilerek iyice stispanse edildi. Ortamdaki enzim
aktivelerini inhibe etmek igin doku petri kalnna enzim ayngma soliisyonunun iki
kati olacak sekilde 8 ml medyum eklendi Petii kabi igerisindeki tiim sivi 15
ml’lik steril plastik tiiplere alindi ve 200 g’de 5 dakika santiifiyj edildi.
Santrifiijden sonra steril ortamda pellet iistiindeki tiim stipernatan kisun ortamdan
¢ekilerek uzaklastuildi Dipte kalan pellet 10 ml medyum ile tekrar stispanse
edilerek 200 g’de 5 dakika sanfrifiij edildi Pellet’in tizerindeki siipernatan kisim
atilarak ortamda diliie halde kalan ve dokuyu yikan enzimler (elastaz, kollejenaz)
tamamen uzaklastinilnus oldu. Plastik tiiptin dibinde kalan hiicie pelleti 3 ml
DMEM ile stispanse edilerek 12,5 cm?’lik doku killtiir flaskina transfer edildi.

Hiicre kiiltin flaski nemlendirilmis %5 CO, ve % 95 atmosfer bavast igeien




inkiibatéide 37 °C’de inkitbe edildi Primer kiiltiirii yapilan VDKH’leri, 48 saat
sonra invert kontras mikroskobu altinda incelendi Bundan sonia herhangi bir
enfeksivonun olup olmadigim ve hiicrelerin tutunup tutunmadigim kontiol etmek
i¢in hiicreler her giin rutin olarak takip edildi. Doku kiltir flaski tizetinde
hiicreletin tutunmaya basladigi ilk giin veva hiicreler ekildikten en geg 4-5 giin
sonra ortamdaki doku pargalaiimi ve hiicre artiklarmn uzaklagtirmak igin sadece bir
kez olmak tizere hiicreler 3 ml medyumu ile yikandi. Yikanan hiicrelere 5 mi
medyum konuldu ve tekrar nemlendirilmis %5 CO; ve % 95 atmosler havas:
iceten inkiibatorde 37 °C’de inkiibe edildi. Doku kiilttr flasks igindeki medyum

bundan soma 24-72 saat ataliklatla rutin olarak degistirildi

3.3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon)

Hiicre kiiltiir flask: icinde % 80-90 oramnda tireyen hiicreler steril kiiftiix
kabini icine alind1. Hiiczelerin bulundugu hiicre kiilttir flaskinin medyumu gekildi
ve hiicreler 37 °C’ye getirilmis 5 ml kalsiyum ve magnezyum igermeyen HBSS
(0.4 ¢/L potasyum Kklorid, 0.06 g/L potasyum fosfat, 80 g/L sodyum klorid,
0 04788 /L sodyum fosfat, 1.0 g/l D-glukoz icermektedir) ile 1 kez yikandi
HBSS ortamdan uzaklastiildiktan sonia flaskin icine 5 ml 1X tripsin-EDIA
(soliisyon % 0.05 tripsin ve % 0.02 EDTA i¢ermektedit) konuldu ve 37 OClik
etiivde 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra flask 2-3 defa zemine hafifge
vurularak yapismus hiicrelerin ayrilmast saglandi Flask igerisindeki tripsin-EDTA
soliisyonu tizerine 5 ml medyum eklendi ve hafifge ¢alkalandi Hiicre kiiltii flaski
igerisindeki tiim soltisyon steril bir sekilde 15 ml’lik plastik santrifiyy tiipiine
alindr. Tiip 200 g’de 5 dakika santiifiij edildikten sona stipernatan kisnn atildi ve
dipte kalan pellet 1 ml medyum ile stispanse edildi. Siispanse edilen hiictelerden
1-2 damla thoma lami tizerine damlatiidi ve hiicreler 5 farkli alanda sayilarak
ortalamast alindi Cikan deger 10° ile carpilip 1 ml’deki hiicre sayist hesaplandi
Daha sonra siispansiyon het bir flaskia 2X10° hiicre ve son hacim 5 ml medyum

olacak sckilde flasklara bslindii Yeni kusak flasklarin medyumu 24 saat sonra

degistirildi
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3.3.5. Hiicre Canhihgmin Kontrol Edilmesi

Hiicre kiilttr flaski igerisindeki hticreler 2-3 ml kalsiyum ve magnezyum
icermeyen HBSS ile 1 kez yikand1 Yikanan hiicielerin tizerine 5 ml 1X tripsin-
EDTA konularak 5 dakika 37 °C’lik etiivde tiipsinize edildi Bu siire sonunda
flask i¢ine 5 ml medyum konuldu ve tiim stispansiyon 15 ml’lik steril santrifiyj
tiipiine transfer edildi Iip 200 g'de 5 dakika santiifiij edildikten sonra pellet
lzerindeki stipernatan ortamdan uzaklastirillds ve dipte kalan pellet 3 ml medyum

ile stispanse edildi. Bu hiicre stispansiyonundan 100 pl almarak, 100 pl % 0.5°lik

tripan blue ile siispanse edildi. Stispansiyondan thoma lanu tizerine damlatildi ve
hiicreler mikroskopta 20X’°1ik biyiitmeyle incelendi. Membrani mavi boyanan

£

I

o

) : hiicreler 6lii, boyanmavan hiicreler canlt olarak kabul edildi
i

l

3.4. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinesitokimyasal Karakterizasyonu
| .
' _ 3.4.1. Immiinohistokimya Preparatlar1 Uzerine Hiicrelerin Stabilizasyonu

Immiinohistokimya preparatlarimin hazulanmasinda ticari kit kullanildr.
Bu hazir ticari kit icerisindeki fare kokenli a-diiz kas spesifik aktin antikoru diiz
kas boyamalan igin, fare kokenli Von Willebrand faktdr antikoru endotel
| ' boyamalari i¢in, antibody diltient antikor diliisyonlar i¢in ve fare kékenli horse

i . tadish peroksidaz enzimiyle isareth IgG2a antikoru sekonder antikor olarak

kullanildi

Imminhistokimya icin kullamlacak lamlar % 70°lik alkolden gegirildi,

distile su ile yikandi, kurutuldu ve otoklavlanarak steril hale getirildi Lamlar

{izerine steril ortamda 2 alan isaretlendi. 25 em®lik hiicre kiiltin flask: igerisindeki

hiicreler 2-3 ml kalsiyum magnezyum icermeyen HBSS ile 1 kez yikandi Bu
| hiicrelerin tizerine 5ml 1X tiipsin-EDTA konularak 5 dakika 37 °Clik etiivde

tripsinize edildi Siire sonunda flask igine 5 ml medyum konuldu ve 200 g’de 5
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dakika sanirifiij edilmek igin ttim sivi 15 ml'lik steril santifiij tiipiine tiansfer
edildi. Santriflij edildikten somra pellet {izerindeki stipernatan ortamdan
uzaklastirildi ve dipte kalan pellet 2 ml medyum ile siispanse edildi Lam
lUzerindeki igateth alanlara bu stispansiyondan 100 pi konuldu Hazirlanan lamiar
biiylik stetil petri kaplarma konularak agz1 kapah olacak sekilde etiivde inkiibe
edildi. Bir giin sonra lamlar tizerindeki hiicre yoguniuklan kontrol edildi ve
pieparatlann medyumu degistirildi. Lamlar tizerine hiicteler tamamen viizeyi
kapladiktan ve tutunduktan sonta tizetilerindeki hiicte medyumu ¢ekildi ve
kalsiyum magnezyum igermeyen HBSS ile 1 kez yikandi Tekiar steril PBS ile
yikanan lamlar oda isisinda kurumaya buakildi Lamlar tizerinde tutunan hiicre
olup olmadigim anlamak igin hemotoksilen eozin boyasiyla preparatlann bir
kisni boyandi ve hiicre dagilimlarina bakildi. Kurutulan preparatlar -20 "C’ye
kaldirild

Preparatlar immiinohistokimyasal analizler i¢in 4 gruba ayrildL

Bitinel grupta 1/800 ve 1/1600 diliisyonda o-aktin primer antikoru

vaskiiler diiz kas hiicrelerini géstermek icin kullanilda
Ikinci giupta 1/500 ve 1/1000 diliisyonda Von Willebrand fakidr primer
antikoru kullanilarak ortamdaki endotel hiictelerinin olup olmadigi gésterimeye

calisildi.

Uglincii grupta 1/800 ve 1/1600 diltisyonlatinda sekonder antikor olan fare

kaynakli 1gG2a caligilarak izotip kontrolii yapildi.

Dérdiincii grupta kontrol i¢in PBS kullanilarak normal boyama kontroli

yapildi
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3.4.2. Immiinositokimyasal Karakterizasyonu Cahsma Prosediirii

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10 X konsantre): Stok TBS tamponu
hazirlamak igin 60.55 g Tiis ve 87.66 g NaCl tartilarak 800 ml distile su iginde
¢oziildii TBS stok solisyonunun pH’s1 HCI ile 7.4’¢ ayarlandi ve final hacim

1000 ml olacak sekilde tizeri distile su ile tamamlandi. 1X TBS i¢in stok (10X )

soliisyondan 100 mf alinip 1 L’ye tamamlandi

Asagidaki  calisma proseditrii  takip edilerek immiinohistokimyasal

karakterizasyon islemi yapildi.

1 Daha 6nce hazirlanmis olan prepatatlar oda isisinda 5 dakika aseton

tanklarina konularak inkibe edildi

2. Aseton tanklarindan ¢ikanlan prepaiatlar 20 dakika oda 1sisinda

kurumaya birakildi

3 Kuratulan preparatlar TBS ile oda 1sisinda her biri 5 dakika olmak iizere 3

kez yikandr.

4. Yikama sontasinda prepaiatlar 5 dakika bloklama soliisyonuyla bloklandi

5 Bloklama soliisyonu uzaklastinldiktan sonia lamlar tizerine primer antikor

damlatilip 45 dakika beklendi

6. Preparatlar IBS ile oda wsisinda her biri 5 dakika olmak tzere 3 defa

yikandi

7. Yikamadan sonra preparatlar tizerine sekonder antikor eklenip 30 dakika

beklendi.
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8 Preparatlar bir kez daha 1BS ile oda sisinda her biri 5 dakika olmak tizere

3 defa yikand:

9 Preparatlar iizetine biyotin-HRP kompleksinden olusan enzim konularak

30 dakika sekonder antikora baglanmasi i¢in inkiibe edildi

10. Inkiibasyondan sonia enzime 6zgiin substrat olan Amino Etil Karbizol

(AEC) ortama konulup 3-5 dakika inkiibe edildi.

11. Preparatlar bir kez daha TBS ile yikandi ve kurutuldu Kurudukian sonra

kayser jelatin ile kapatilip karanhikta buz dolabinda saklandi

12 Preparatlar mikioskop altinda incelenip fotograf filmlerine aktarild:

3.5. Kiiltiire edilmis VDKI’nin Western Blot Analizi i¢in Lizatlarmin

Hazirlanmasi
3.5.1. Lizis (Triton X-100) Tamponunun Hazirlanmasi

Lizis tamponu hazulamak igin 200 ml 0.5 M Nal (sodyum florid), 50 mi
I M Hepes, 50 ml 3 M NaCl (sodyum kloriit), 2 ml 0 5 M MgCly (magnezyum
klorid), 4 ml 0 25 M EGTA, 10 ml 0 1 M PMSF (fenilmetansulfonilflorid), 10 ml
01 M Na-O-Va (sodyum orto vanadat), 20 ml 0.5 M Pyrophos, 10 mg/ml’lik
leupeptin’den 1 ml, 10 mg/ml’lik aprotinin’den 1 ml, 10 mg/ml’lik pepstatin-
A’dan 100 pl, 100 ml % 10°1uk gliserol ve 12 ml Triton X-100 konularak son

hacim 1 litre olacak sekilde bidistile su ilave edilerek hazirland:
3.5.2. PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre)

Stok PBS (10X) hazitlamak i¢in 2 g KCI, 80 g NaCl, 144 ¢ Na,HPO, ve 2
g KH,PO, tartilip 800 ml bidistile su iginde ¢ziildi Stok PBS’in pH’st 7.4’¢
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ayarlanatak son hacim 1 litreye tamamlanir Kullanim esnasinda 1/10 oramnda

bidistile su ile diliie edilir.

3.5.3. VDKH Uzerine Kullanilan Aktivatorler

Anjiyotensin 1T
[ mg toz seklindeki Ang II 107 M olacak sekilde 95 ml bidistile su

igerisinde ¢oziildii ve 50 pb’lik alikotlara baliniip -20 °C’de saklandi. Ang I ile

inkiibasyon esnasinda 2 ml serum igermeyen medyum igine 20 pl pipetienerek

100 nM’lik son konsantrasyon elde edildi.

3.5.4. VDKH Uzerine Kullanilan Inhibitiérler

Losartan
10° M losartan hazulamak icin 4.6200 mg tartilip 10 ml PBS iginde

¢ozilldii ve 250 pl’lik alikotlara boliniip -20 °C’de saklandi VDKH nin

inhibisyonu esnasinda 2 ml serum igermeyen medyum igine 20 pl pipetlenerek

10 nM’lik son konsantrasyon elde edildi

DPI
Karanlik ortamda toz halindeki 10 mg NAD(P)H inhibitéiii olan DPI 1

mM olacak gekilde 31.7 ml DMSO i¢inde ¢oziildii ve 50 ul’lik alikotlara béliiniip
20 °C’de karanhkta saklandi. VDKH nin inhibisyonu esnasinda 2 ml serum

icermeyen medyum igine 20 pl pipetlenerek 10 pM’lik son konsantrasyon elde

edildi.

F1S
Toz halindeki 10 mg Ras inhibitérii F IS havayla temas etmeyecek sekilde

279 ml %0.1°'lik DMSO’da ¢oziildii. Coziilen FIS azot gazi alinda 50 pl’lik

alikotlara boliindit ve +4 °C’de saklandi. VDKH’nin inhibisyonu esnasinda 2 ml
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serum igermeyen medyum igine 20 pl pipetlenerek 100 pM’lik son konsantrasyon
elde edildi.

3.5.5. Lizat Hazirlama Metodu

6 ile 10"uncu kusak arasindaki %80-90 oraninda konfluent olan vaskiiler
diz kas hticteleri her kuyucukta esit sayida hiicre olacak sekilde 6-kuyucuktu
petiilere pasajlandi. 6-kuyucukiu petriler % 80-90 yogunluga gelinceye kadar

1utin olarak beslendi.

® % 80-90 yofunluga ulagan VDK hiicreleti medyumu  ortamdan

uzaklagtirildiktan sonra bir kez serum igermeyen DMEM ile yikandi

@ 6-kuyucuklu petri igindeki VDK hiicreleri serum icermeyen 2 ml DMEM
(pH 7.4) ile 24 saat inkiibe edildi

® o6-kuyucuklu petriler o an yapilacak olan deneye uygun aktivator (Ang 11)
ve inhibitdrler (losartan, DPI veya FIS) ile belirli zaman periyotlarmda

inkiibe edildi.

® Inkiibasyon stiresi bittigi zaman hticreler buz tizetine alinarak medyumlary

hizli bir sekilde pipetlenerek ortamdan uzaklastiilds

® Ortamda kalan medyumu iyice temizlemek i¢in hiicreler 1 ml 1X PBS ile

2 kez yikand: ve PBS ortamdan uzaklagtuildi
@ Hierelerin tizerine buz soguklugunda 200 pl lizis tamponu cklendi

@ O-kuyucuklu petii igerisindeki hiicreler, zel hiicie kaziyicis1 yardimiyla

kazindi ve 1.5 mI’lik plastik tiiplere aktarild:




® DBuz icerisine konan plastik tiipler ultrasonik homojenizatdr ile % 70-80

glicte 10 saniye sonike edildi,

® Sonikatdr yardimiyla tam olarak par¢alanan hiicrelerin organel ve

membran artiklanmi ortamdan uzaklastumak igin +4 OC’de, 14000 1pm°de,

5 dakika santrifiyj edildi.

® Santiifiyj sonras: temiz siipernatan kismt western blott ve piotein analizi

icin baska tuplere ayrildi. Bu tiipler bir hafta iginde kullamlmak tizere —20

°C’de sakland.

3.6. Lizatlarin Protein Miktarimin Tayin Edilmesi
3.6.1 Bradford Protein Olciim Yénteminin Prensibi (125)

Bradford protein 6lgiim yonteminin temeli, Coomassie Brilliant Blue G-
250 bovyasinin ii¢ formu arasindaki dengeye dayanir. Kuvvetli asidik ortamda bu
boya iki defa protonlannus, ¢ok stabil ve kirnnzt renkli bir formda bulunur Boya
proteine baglandiktan soma protonlarnm kaybedeiek stabil ve mavi 1enkli bir

forma dontistit. Olusan bu mavi rengin 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak okunmasi Bradford protein ¢l¢iim yénteminin temelini olusturur,

Protein
Kinuz: €=  Yegi] =P Mayj G Mavi-Protein
(470nm) H  (650nm) H™ (590 nm) (590nm)

3.6.2. Protein Miktar Tayininde Kullapian Standart Grafigin Hazirlanmasi

Piotein standart grafiginin ¢izilmesinde kitin iginde hazir olarak verilen

1.34 mg/ml’lik Bovine Gamma Globulin kullamldi. Stok soliisyonu — 20 °C de
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saklandi. Bu stok soliisyondan 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 1.5 ug/ml, 5 pg/ml, 10 pg/m|

ve 20 ug/ml’lik diliisyonlar hazulanarak protein standart grafigi cizildi.

Protein dlgtimil igin kitin iginde hazir olarak verilen konsantre bovya
reaktifi kullamldi. 450 mI’lik boya reaktifi i¢inde Coomassie Brilliant Blue,

fosforik asit ve metanol bulunmaktadir

Protein standartlarimin élgiimii icin 48- kuyucuklu petrilere 300 pl standart
ve 75 ul boya reaktifi pipetlenerek kanstuildi 48-kuyucuklu petriler oda 1sisinda
5 dakika inkiibe edildikten soma bir saat icinde reaktif kotiine kars1 595 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak okundu Protein standartlar ¢ift olarak caligtld
ve elde edilen sonuglarin ortalamalan alindi Okunan absorbans degetlerine goie
konsantrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3 6.1). Elde edilen denklem yardimiyla protein

sonuglart pug/ml olarak hesapland:.

Protein Standart Grafigi

y = 0,0144x + 0,0766
R2=0,9938 -

Absorbans
o
N

0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon{ugfml)

Sekil 3.6.1.; Protein Standart Grafigi

3.6.3. Numunelerin Protein Miktarimin Tayini

VDKH kiltiirlerinden uygun inkiibasyonlar sonucu hazulanan lizatlarm

protein konsantrasyonlart élgiildii. Hazirlanan her bir lizattan 15 pl alimp iizerine




285 pl bidistile su konuldu ve karistitildi. Bu sekilde numune 1/20 oraminda diliie

- edildi. Bu diliisyonun tizerine 75 pl konsantre boya 1eaktifi pipetlendi. Haznlanan

numuneler iyice ¢alkalandiktan sonra oda 1sinda 5 dakika inkiibe edildi ve bir saat
iginde reaktif koriine karst 595 nm’de spekuofotometiik olarak 6leiildi.
Numuneler ¢ift ¢alisildt ve elde edilen absorbanslarin ortalamalan alindi Elde
edilen absorbans degetleri, standart grafiginin @ vardimt ile &rneklerin

mililittesindeki mikrogram protein miktarmin tayininde kullanldi.

3.7. p38 MAPK Fostorilasyonunun SDS-PAGE ve Western Immiinoblot

Analizi

Rat aortik duz kas hicre kiilttrlerinde uygun siite ve konsantrasyonlarda
Ang Il uyarnmu somrasmda MAPK fosforilasyonunu gostermek ve bu
fostorilasyon tizerine AT reseptdr blokoril losaitan, NAD(P)H oksidaz inhibitéiii

DPI ve Ras blokorii FTS nin roliinii saptamak ig¢in western blot teknigi uygulandi

3.7.1. SDS-PAGE Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Akrilamid - Bisakrilamid Soliisyonu: 30 g akrilamid ve 0,8 g

bisakrilamid tartilarak 100 mt bidistile su iginde ¢oziildi.

Ayrisma jeli tamponunu (resolving buffer; 1.5 M Tris, pH 8.8): 9 085 g
Tris tartild: ve 20 ml bidistile su i¢inde ¢oziildit Tamponun pH’st 15 M HCl ile
8.8%e ayarlandi ve final hacim bidistile su ile 50 ml’ye tamamland; 0.2 g SDS

tartilarak ayrisma jeli tamponunun i¢inde ¢6zilldd. Sollisyon +4 °C’de saklandt

Yiikleme jeli tamponu (stacking buffer; 0.5 M Tris, pH 6.8): 6.05 g
Ttis tartildi ve 40 m! distile su iginde ¢6ziildii Tamponun pH’st IN HCl ile 8.8%e
ayatland1 0.4 g SDS tartilarak yiikleme jeli tamponunun iginde ¢oziildii. Solusyon

+4 °Cde saklandiginda 1 ay stabildir.

47




Amonyum persiilfat (%10; APS): 0.5 g amonyum persiilfat tartilarak §
ml bidistile su iginde ¢oziildii Hazilanan % 10°luk APS 500 pl’lik alikotlara
ayrilarak — 20 °C’de sakland1

TEMED (N, N, N°, N’-tetrametiletilendiamin): Hazur soliisyon olarak
satin alman TEMED amonyum persiilfattan serbest radikaller olusmasini ve

akiilamid ile bis akrilamidin polimetizasyonunu saglamak icin kullamldi,
3.7.2. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmas:

Bu ¢aligmada, % 10°luk aynsma ve % 5°lik yiikleme kisimlarindan olusan
iki farkl akrilamid jel kullamldi. Bu iki farkli jel Tablo 3 7.1 de belirtilen sekilde

hazirfands.

Tablo 3.71 : Ayrigma ve yiikleme jeli tamponlarima miktarlari,

Ayrisma jeli (%10) Yiikleme jeli (%o5)
Distile Su 3,125 ml 1,525 ml
Resolving buffer (pH: 8,8) 1,875  ml -
Stacking buffer (pH: 6,8) - 0,625 ml
Akrilamid 2,5 ml (3,325 ml
% 10 APS 0,025 ml 0,0125 ml
TEMED 0,005 ml 0,0025 ml

Jelin Dikiilmesi Islemi

1- Jelin dokillecegi camlar distile su ile yikandiktan soma % 70°lik

alkolden gegirildi ve kurutuldu

2- Ince 6n ve kalin arka cam uygun sekilde bitlestirildi ve kiskaglar yardim

ile sikastirildn
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3- Camlar jel dokme aparatina dikey olarak yerlestirildi ve tisteki mandala

tutturularak iyice sikistinldi Camlar arasina distile su pipetlenerek

camlarin sizdinp sizdirmadigi kontrol edildi

4- Camlar arasindaki su dékiilerek camlar kurutma kagidiyla kurutuldu.

5- Tablo 3.7.1°deki miktarlarda ayrisma jelinin ilk 3 soliisyonu karistirildi
ve 5 dakika beklendi. Stire bitiminde ilk énce APS ve sonra TEMED
cklenerek jel alt tist edildi Tel hizh bir sekilde camlar arasina istten 1.5

K L cm kalacak sekilde pipetlendi, TEMED polimerizasyon baslangicinda

onemli bir rol oynadigindan jel karisima en son eklendi

6- lelin tizerindeki bog birakalan kisma yavag yavas distile su pipetiendi Bu

sekilde jel iist ylizeyinin diizgiin olinas1 sagland1.

7- Odasismda jelin donmasi i¢in 60 dakika beklendi. Bu stire bitmeden 20
dakika Once yiikleme jelinin (iist jel) tablo 3.7.1.°de belirtilen ilk 3
soltisyonu kangtirsldi. Siite sonunda alt jelin tizerindeki distile su

bosaltildt ve kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra iki cam arasma 10

kuyucuklu tarak yerlestirildi

' - 8- Yiikleme jelin ilk {ig soliisyonu kanstuildiktan 15-25 dakika sonra
| : karisima APS ve TEMED eklendi Hizh bir sekilde kanstinlarak iki cam

i :
' plak arasina taraklann i¢inde hava kalmayacak sekilde pipetlendi

g 9- Yiikleme jelinin donmast i¢in oda 1sisinda 20-30 dakika beklendi. Tel
! . . . s
: tamamen donduktan sonra camlar kiskaglarin igerisinden gikarildy

L Camlar tizerindeki jel artiklari temiz bit kagit pegete ile silindi
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10- Camlar elektroforez icin cihaza yerletinildi ve cihazin kiskaclan
kapitilarak camlarin saglam bir sckilde durmas: saglandi Uzerinde
pozitif ve negatif kutuplarin bulundugu elektrofotez cihazi elektrofores

tankma yerlestirildi.

3.7.3. Elektroforez Cahsma Tamponu (Elektroforez Running Buffer, 5X Stok

Soliisyon)

I5 g Tris, 72 g Glisin ve 5 g SDS tartilip 1000 ml distile su i¢inde
¢0Oziildii. Calisma esnasinda bu stok soltisyon 1/5 (180 ml stok soltisyonu / 720 ml
bidistile su) oraninda diliie edilerek elektroforez tanki icerisine yavas bir sekilde

bosaltild.

3.7.4. Elektroforez Yapilacak Numunelerin Hazirlanmasi

Numune Tampenu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre): 10 ml
gliserol, 10 ml % 10 SDS, 1,25 ml 1 M pH 6 8 Tris, 7.5 ml B-merkaptoetanol ve
brom fenol blue kanstitlp 50 ml distile suya tamamlandi. Hazilanan Laemli

tamponu humune ile 1/5 oraninda diliie edilir

Elektroforeze Konacak Orneklerin Hazirlanmas:
» Daha 6nce protein miktarlar tayin edilmis lizatlardan her bir kuyucuga
yiiklenen 25 pl igerisinde 5-15 pg piotein ve toplam voliim 60 pl olacak

sekilde temiz ependorflara pipetlendi.

= Numuneler lizis tamponu ile 60 ul've tamamlandi, Uzerine 15 pl 5X laemli

numune tamponu pipetlendi ve numuneler boya ile iyice kanstiritds

»  Hazitlanan numuneler 5 dakika kaynayan suda inkiibe edild;.
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3.7.5. Elektroforez Isleminin Yapilmasi

s Calisma tamponu ile dolduiulmus elektioforez tank: icerisinde bulunan
camlarin arasindaki taraklar ¢ikartildi.

s Kuyucuklara ince uglu enjektdr ile hava enjekte edildi Bu sekilde kuyucukiar
jel kalintilarindan temizlendi

m Ik kuyucuga molekiil agulhklan bilinen proteinlerden olusan 5 ul protein
standait1 pipetlendi.

m  Diger kuyucuklara numuneler her kuyucukta 25 pl olacak sekilde pipetlendi.

a  Numunelerin yiklenmesi tamamlandiktan sonra uygun kutuplar baglanarak
tankin kapa@i kapatildi Tank gii¢ kaynagma baglandi. Akim 80 V, 65 mA

olacak sekilde numuneler elekroforez ile yiriitiildit

m  Yaklastk 2 saat sonra yiikleme boyast jelden ¢iktiginda elektioforez islemi
sona erdirildi.

n Jelin iginde bquﬁdugu camlar dikkatlice birbitlerinden ayiildi

w  Yiikleme jeli ile viiriitme jeli arasindaki ¢izgiden jel kesilerek ylikleme jeli
atildi.

m  Genis bir kaba buz soguklugundaki blotting tamponu konuldu Proteinleri
iceren ayuma jelinin déit tarafi camlardan hafifee kaldimldi Jelin lizetinde
bulunan cam blotlama tamponu igine jel alta gelecek sekilde daldilarak jetin

camdan aytilmasi sagland.

3.7.6. Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi

Blotlama Tamponu (Bloting Buffer 1 L, 10X stok soliisyon): 12,11 g
Tris, 30 g Glisin, 1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA) tartildi ve 1 L distile

suda ¢oziildii Kullanim esnasmda 10X tampon 1X haline donistiirtiliirken % 10

metanol eklendi. Metanol tiansfer smasinda membramin gigmesi ve yapisan
e el
 {enNeT pen®®

; : YRR ~
p OOy W4T 62T

proteinterin korunabilmesi i¢in gereklidir
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Blotlama isleminin Asamalari

[

Jelin ig¢inde bulundugu buz sofuklugundaki blotting tamponu igerisine
nitroselilfoz membian, kurutma kagitlann ve siingetler konuldu lIyice

1slanmalar1 i¢in 2-5 dakika tamponda bekletildi.

Blotlama aparatinin arasina en alta transfer tamponu ile doyutulmus stinger

konuldu. Blotlama aparatimin alt kisnu (siyah taiaf) negatif uc olarak kabul
edildi.

Stingerin lizerine blotlama tamponu ile doyurulan 2 adet kurutma kafdi

konuldu

Jel kurutma kagidinin iizerine alt-list lasimlarina dikkat edilerek yerlestirildi

ve diger iki kurutma kagidinin iizerine konuldu
Jelin iizerini kaplayacak sekilde nitroseliilloz membran yerlestirildi

Membianin {izerine 3 adet blotlama tamponu ile doyurulan kurutma kagidi

konuldu

Kurutma kagitlarinun tizerine blotlama tamponu ile doyurulan bit stinger daha
konuldu ve bos bir tiip sandvig i¢indeki hava kabarciklarn almak i¢in silindit
seklinde stingerin lizerinden gegirildi Sandvig apaiatt iizerinden sikistinlarak

kapatild:

Hazulanan sandvicin kutuplaii aym yere gelecek sekilde elektroforez tankina

yerlestirildi ve tank blotlama tamponu ile dolduruldu.




9 Blotlama oda 1sisinda 200 mA’de magnetik balik ve magnetik kanstiic:
yardimiyla kangtirilarak yapildi Her 30 dakika bir tankin 1sinmasin
engellemek i¢in buz kalbn degistirildi.

10. 60-90 dakika sonra sandvig¢ tanktan g¢ikartildi ve membranlar TBS igine

konularak yikandi.

3.7.7. Membranlarin Antikor ile Isaretlenmesi

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10X): 60.55 g Iris ve 87.60 g
NaCl 800 ml bidistile suda ¢oziinditkten sonra pH, HCl ile 7.4°e ayatland1 Son
hacim 1000 ml olacak sekilde tizeri bidistile su ile tamamland1 Caligma esnasinda

TBS stok soliisyondan (10X ) 100 m! aluup I L’ye tamamland:

TBST (1X): TIBS stok soliisyondan (10X) 100 ml almp 1 L’ye

tamamlandi Bu soliisyon icine 1 ml Tween-20 eklendi ve iyice kangtinld.

Bloklama Cizeltisi (% 5° lik Siit Tozu): %5°lik bloklama ¢ozeltisi i¢in
0,5 g yagsiz siit tozu tartilarak {0 ml TBST icerisinde ¢dziildi. Soliisyon magnetik

karistiricida kanstiilarak tam olarak ¢oziinmesi saglandi.

Fosfo- p38 MAPK Primer Antikoru: Primer antikor -20 °C’de sakland1.
Deney esnasinda 1:2000 diliisyon kullamldi 10 ml TBS iginde 0,5 g yagsiz siit

tozu ¢oziindit ve 5 pl primer antikor eklendi.

HRP (Horse-Radish Peroxydase) konjuge o-mouse Sekonder
Antikoru: Enzim isaretli, tavsan kokenli sekonder antikor +4 °C’de saklandi

1:2000 oraninda diliie edilerek kullanildt 10 ml TBS i¢inde 0,5 g yagsiz siit tozu

¢Oziildl ve 5 pl primer antikor eklendi




ECL (Enhanced Chemiluminescence): ECL-1 ve ECL-2 olmak fizere kit

iginde hazir olarak bulunan kromojenik soliisyon calisma esnasinda 1/1 oraninda

karistutlarak kullamld:.

Membranlary Antikorfarla i.sar'etleme Prosediirii

Membran TIBS ile 2-3 defa yikandiktan somia temiz ve membramn

sifabilecegi bityiikliikte bir petii kabimnda alindi

Membranin fstiintl 6itecek sekilde bloklama cdzeltisi ilave edildi ve 1 saat

oda 1sisinda galkalayicr tizerinde inkiibe edildi.

Membian 10’ar dakika IBST ile 3 kez yikandi Bu arada fosfo-p38 MAPK

antikoru hazirlandi

Gece boyunca membranlar fosfo-p38 MAPK primer antikoru ile +4 °C’de

hafifce ¢atkalanarak inkiibe edildi.

Antikoru igeren ¢ézelti inkiibasyondan soma dékiildii ve membranla 10°ar
dakika 3 kez IBST ile hafifge galkalanarak yikand: Bu sekilde zayif olarak
baglanan ve baglanamamis antikoilarmm membran tzerinden temizlenmesi

sagland1

IBST ortamdan uzaklagtirildiktan sonra HRP isaretli sekonder antikor ile

membianlar 1 saat boyunca ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Bu siite sonunda membranlar tekrar TBST ile 10°ar dakikada 3 kez yikanaiak

bagli olmayan sekonder antikorlar ortamdan uzaklastuilmis oldu.

Yikama islemi sonunda membrantar tizetindeki yikama soliisyonu ortamdan
uzaklastirildt Membranlar pens yardimivla alindi ve tizerindeki soliisyon

temiz bir kurutma kagidina emdirildi.
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»  Membranlar hizli bir sekilde temuz ve diizgiin bir ylizeye verlestirildi
Membranlarin tizetine ECL-1 ve ECL-2 1/1 oraminda karistirilarak tiim yiizeyi

kaplayacak sckilde hafifge pipetlendi Membranlar bu sekilde 3 dakika
bekletildi.

s Membran iizerindeki ECL siuenin sonunda temiz bir kurutma kagidina

emdirildi. Membranlar luzl: bir sekilde naylon stre¢ film tizerine yerlestirildi

®»  Membramn {izeri de stre¢ film ile kaplandiktan sornta membian {ilm kasetinin

icerisine bantlandi.

m  Kaset hizli bir sekilde karanlik odada gotiirtildil

3.7.8. Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi

" Kemiliiminesans sinyallerin aktanimasinda yiiksek afiniteli film kullanildi
(Hypetfilm). Developer, total hacim 500 ml olmak tizere 1/10 oraminda diliie
edilerek kullanildi. Fiksatifte aym sekilde total hacim 500 ml olmak tizere 1/10

oranmda diltie edilerek kullanldi.

Membrandaki Sinyalleri Filme Aktarma Islemleri

m Kaianlk odaya gotiiriilen kasetteki membranlarin tizerine karanhkta film

konuldu ve kasetin kapag: iyice kapatildi

m Membrandaki sinyallerin filme gegmesi igin 5 dakika beklendi Bu arada

developer ve fiksatif 20 x 30 cm’lik tabam diizgiin plastik kaplara bosaltilds,

R e D
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5 Dakika sonunda kaset agildi ve membran lizerindeki film karanlik ortamda
developer’in igine konuldu. Filmin tizerinde sinyaller gdriiniinceye kada

hafifce salland1

m Sinyaller goriintince film izl bir gekilde developer iginden almarak fiksatif

igerisine konuldu

a  Film tam olarak fikse olduktan sonia fiksatiften ¢ikartlaiak distile su icerisine
konuldu Film distile suda iyice yikandiktan sonra kurumasi igin temiz bit yere

asildi
Filmler {zetindeki sinyaller membranlardaki protein standaitlan ile
karsilagtirlarak degerlendirildi
3.7.9. Sinyallerin Grafik Haline Déniistiiriilmesi
Filme aktaulan sinyaller tarayici ile taranarak bilgisayar ortamina alindi

Bilgisayar ortaminda Windows XP isletim sisteminde calisan Igidoc 1000

programi ile gafik haline déntgtiiriildi. Kontrol bandin yogunlugu 100 bitim

kabul edildi ve her grupta diger bandlar 100 bitim Uzerinden degerlendirildi.




BULGULAR

4.1. VDK Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Olarak Tanimlanmasi

Rat aortasindan izole edilen ve primer kiltiirii yapilan hiicrelerinin, vaskiiler
diiz kas hiicresi oldugunu gosterebilmek amaci ile hazulanan pieperatlara
immiinohistokimya yapildi. Immiinohistokimya teknigi, izole edilip primer hiicre
kiiltiinii ortamuna aktanlan hiicrelere ikinci kusak sonunda uygulandi. Primer
kitltiite aktarilan hiicreler lamlar iizerinde dretildi ve immunohistokimyasal

karakterizasyon i¢in uygun prepatatla: haline getitildi
Hazitlanan immiino preparatlar 4 gruba ayrilarak calisildi

1- Kontrol Grubu: Yapilan immiinohistokimyasal analizler icin kontrol
amach olarak kullanildi Bu gruplarinda boyama olmamast boyamalaiin primer

antikora spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1.1-1 ).

2- [zotip Kontrolii: Bu grup boyanmalarm sekonder antikordan kaynaklanip
kaynaklanmadigini  gdstermek amaciyla kullamlidi.  Pieparatlarda  boyama
olmamasi boyanmalarin primer antikora spesifik oldugunu ve sekonder antikordan

kaynaklanan boyamanin olmadigim gosterdi (Sekil 4.1 1-2)

3- o-Aktin Grubu: Yaprlan preperatlarda vaskiiler diiz kas hiictelerini
gosterebilmek igin diiz kas hiicrelerinin o-aktin’leri, VDK hiicrelerine spesifik o-
aktin primer antikoru ile boyandi Preparattaki kirmizi boyal alanlar a-aktin’e
spesitik diiz kas hiicrelerini gostermektedir (Sekil 4.1.1-3). Sekil 4.1 1-3°deki bu
boyamalar izole edip tirettigimiz hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiiciesi oldugunu

gostermektedir,
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Sekil 4.1.1.: Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin immiinohistakimyasal Olarak Tammmlanmas: 1,
kontrol gruplanni; 2, izotip kontroliing; 3, vaskiller diiz kas hiicrelerinin o
aktin’lerini; 4, endotel hiicrelerinin - von  willebrand  faktér  boyamalarnim

gistermektedir. Boyali alanlar karmzs renkli goriitnmektedir.

4- Von Willebrand Faktor Grubu. Rat aortasindan izole edilerek primer
hiicre  kiiltlirdi  ortamina  aktarilan hiicrelerde endotel hiictesi  bulunup
bulunmadifimi gostermek amaciyla, Von Willebrand Faktorline karst primer
antikorn kullamlarak hiicreler boyandi. Preparatlarda kirmizi boyali alanlarin
varhif ortamda endotel hiicresi bulunduguno gosterir. Sekil 41 1-4’te kunuzi
boyali alanlarin olmayisi izole edilen hiicrelerde endotel hiicresi bulunmadigini

gdstermektedir.




4.2. Kiiltiire Edilmis Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Canhlik Oram

Primer kiiltiiri yapilan vaskiiler diiz kas hiictelerine western blot igin lizat
hazirlamadan énee hiicte canlih@ testleri uyguland: Kiiltiire edilen hiicrelerin %
99°nun canli hiicreler oldugu tespit edildi. Hiicre cevaplannin standaidize etmek

actsindan tiretilen hiicrelerin 3-8 pasajlar deney agamasina alindi,

4.3. p38 MAPK Fosforilasyonunun Western Blot ile Gisterilmesi

4.3.1. VDK Hiicrelerinde Ang II Uyarim sonucunda Konsantrasyon Bagumls
Sekilde p38 MAP Kinaz Fosforilasyonu

Primer olarak kiiltiire edilen VDK hiicrelerinde Ang H'nin, p38 MAPK'
aktive eden en iyi konsantrasyonunu bulabilmek i¢in 6 kuyucuklu petii kabs
icerisindeki hiicre kiiltiirleri 0.1 oM, 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1000 nM olmak
iizere bes farkli Ang II konsantiasyonu ile 5 dakika inkibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicte lizatlar hazulandi ve protein miktarlan 6lgiildii Her kuyucuga esit
miktarda protein diigecek sekilde western blot yapilarak p38 MAPK
aktivasyonlan incelendi. Western blot sonugunda kontrol gruplarina gore 100
nM’a kadar konsantrasyon artisyla birlikte fosforilasyon artigi da saptandi 10,
100 ve 1000 nM konsantrasyonlardaki fosforilasyon artislan birbirine yakim
olmasina 1agmen p38 MAPK i en iyi aktive eden konsantiasyon 100 nM olarak
bulundu (Sekil 4 3.1.A) Bu sonuglar Ang ’nin, VDK hucrelerini doza bagimlt
bir sekilde aktive ettigini gostermektedirn. MAPK  aktivasyonunu  veya
inhibisyonunu gdstermek amaciyla yapilan tim deneylerin western blot sonuglari
5 tekiar olarak caligldi. Elde edilen western blot sonuglatinim daha iyi

anlasilabilmesi icin bant yogunluklarinin dansitometrik analizi yapilarak grafik

ortamina aktarildi (Sekil 4.3.1.B)
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Sekil 4.3.1.: Ang II’nin farkh konsantrasyonlarimn VDKH’lerinde p38 MAPK iizerine etkisi
VDKH kiltiitleri Ang IFnin (.1, 1, 10, 100 ve 1000 nM konsantrasyonlarinda inkiibe
edildi ve p38 MAPK aktivasyonlar: incelendi A. p38 MAPK fosforilasyopunun
western blot analizi gosterilmistir. B. Bu p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel
olarak gosterilmesi 100 nM Ang II konsantrasyonunun p38 MAPK'1 en yiiksek

noktada fosforile ettigi gézlemlendi

4.3.2. Ang I’nin VDK Hiicrelerinde Siire Bagimli Sekilde p38 MAP Kinazi

Fosforilasyonu

Ang I'nin en iyi p38 MAP kinaz aktivasyon siitesini belitlemek igin
hiicreler, 100 nM Ang Il ile 2, 5, 10, 15 ve 30 dakika olmak iizere 5 farkls siirede
aktive edildi. Aktivasyon sonunda hiicre lizatlari hazirlandi ve protein miktalan

slciildii. Her kuyucuga esit miktarda protein diisecek sekilde western blot analizi
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Sekil 4.3.2: Ang I’nin VDKH kiiltiirlerinde farkh siirelerde p38 MAPK aktivasyonlan.
Hiicreler 100 nM Ang II ile yukandaki siirelerde inkiibe edildi ve p38 MAPK
fosforilasyonlar incelendi. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi.
B. p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmesi VDKH
kiiltiirlerinde 100 nM Ang IU’nin 5 dakikada p38 MAPK'1 maksimum fosforile

etiigi gbzlemlendi

yapilarak p38 MAPK aktivasyonlar incelendi (Sekil 4.3 2.A) Kontrol grubunda
bazal seviyede aktivasyon olurken 2 ve 5. dakikalarda aktivasyon artiss saptandi.
5. dakikada maksimum seviyeye cikan aktivasyon sonra giderek azaldi ve 30
dakikada bazal seviyedekine yakin bir diizeye geldi. Bu western blot sonuglar
100 oM Ang II'nin p38 MAPK’y1 5. dakika maksimum aktive ettifini gosterdi
(Sekil 4 3.2 A). Sekil 4.3.2.B’de western blot sonuglarmin grafige aktarlmis hali
gostetilmistir Bu agamadan sonra yapilan western blot deneylerinde Ang II 100

nM konsantrasyonda ve 5 dakika boyunca kullanilmustir
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4.3.3. Ang I’nin VDK Hiicrelerinde AT, Reseptorii Uzerinden p38 MAP

Kinaz Fosforilasyonu

Calismanm bu asamasinda Ang II'nin MAP kinaz ailesinin bir ivesi olan
p38 MAPK’1 fosforile eden sinyallerinin AT, reseptdili tizerinden gergeklestigi
gdstermek icin AT reseptdr antagonisti olan losartan kullanildr Kiiltiire edilmis
VDKH’leri, literatlirdeki verilere uygun olarak 10 dakika siire ile 10° M losartan

ile inkiibe edildi

Elde edilen western blot sonuclanina goie birinci  band higbti uyarim
obmadan lizis edilen ve kontrol olarak kullamlan VDKH’lerini gistermektedit Bu
bantta bazal diizeyde bir fosforilasyon gozlendi. Tkinci bantta VDKH kiiltiitleri
100 nM Ang [1 ile 5 dakika uyarildi Bu konsantrasyon ve siirede p38 MAPK’da
cok giiclit bir fosforilasyon gerceklestigi gosterildi. Uglincii bantta VDKH
kiilttuleri 10 M, 10 dakika losartan ile inkiibe edildi. Bu hiicreler Ang 1T ile
. aktive edilmedi. Bu bantta da bazal diizeyde bir gerceklestii gdstenldi. p38
MAPK fosforilasyonunun gergeklesmesi igin Ang Il aktivasyonunun gerekli
oldugu gorildit Dérdiineii bantta VDKH kiiltirleri yine 10° M, 10 dakika
losartan ile inkiibe edildi ve ardindan hiicteler Ang 1l ile uyarildi. Hiicielerde Ang
11 uyanim: oldugu halde AT, reseptdrii inhibe edildigi i¢in p38 MAPK
fosforilasyomumun gergeklesmedigi ve kontiol seviyesinde kaldii saptandi (Sekil

433.A)

Flde edilen bu western blot sonuglarma gére VDKH’lerinde Ang II
uyanimindan sonta p38 MAPK fosforilasyonu AT, 1eseptorii iizerinden
geigeklesmektedir. Losartan 10° M konsantrasyonda ve 10 dakika boyunca
uygulandiginda AT, reseptdriinii etkili bir sekilde bloke etmektedit. Sekil 4.3.3.B

de western blot sonuclanmn grafige aktarilnus hali gésterilmektedir.
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Sekil 4.3.3.: VDKH kiiltiirlerinde AT, reseptoriiniin rolii VDK kiiltirlerinde higbir
aktivasyon ve inhibisyonun olmadifi alan kontrol olarak kabul edildi 2 alanda
hiicreler 100 nm Ang IT ile uyanldi ve p38 MAPK fosforilasyonu izlendi 3 alanda
hiicreler 10 dakika 10° M losartan ile inkiibe edildi ve Ang II uyarimi yapiimadi 4
alanda hiicreler 10 dakika 10°° M losartan ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang
II ile 5 dakika uyanldt A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi

gosterilmistir. B. p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel olarak gésterilmistit

4.3.4. Ang II’'nin VDK Hiicrelerinde MAPKKK Uzerinden p38 MAP Kinaz

Fosforilasyonu

VDKH kiiltitlerinde Ang IPnin AT, reseptorii iizerinden aktive olan G
proteinleri tizerinden Ras araciligtyla MAPKK iizerinden p38 MAPK aktivasyonu
incelendi (Sekil 4.3.4)
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Sekil 4.3.4.: VDKH kiiltiirlerinde p38 MAPK aktivasyonunda Ras’in rolii A. p38 MAPK
fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir, Yukanda goriilen birinci band
kontrol olarak kabul edildi Ikinci band da hiicreler 100 nM Ang 1l ile 5 dakika
uyarildr. Ugiincii band da VDKH kiiltiizleri 12 saat DMSO ile inkiibe edildi.
Dérdiincii band da hiicreler 12 saat DMSO ile inkiibe edildikten sonra 100 nM Ang
1I ile 5 dakika uyarild. Besinci banda da hiicreler yalnizea Ras inhibitdri FIS ile 10
uM konsantrasyonda 12 saat inkiibe edildi. Alanci band da hiicreler 10 uM, 12 saat
RAS inhibitérii ETS ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang II uyarildi Ortamda
bulunan RAS inhibitorii FIS, 10 uM konsantrasyonda ve 12 saat siirede Ang II
uyanmli  p38 MAPK aktivasyonunu  tamamen baskiladi. B. p38 MAPK

fosforilasyonunun grafiksel olarak gisterilmistir

Western blot’ta goriilen birinei band kontrol olup ikinci bantta hiicreler
100 nM Ang Il ile 5 dakika uyarildi ve kontrole gre artmus seviyede p38 MAPK

aktivasyonu goriildu

Deneyde kullamlan Ras inhibitdrii FTS, DMSO i¢inde ¢oziindiigtinden,

DMSO’nun etkisini gézlemek igin tigincii bantta VDKH kiiltiirleri 12 saat DMSO




ile inkiibe edildi. Ang Il uyarimi olmadif: i¢in MAPK aktivasyonunda bir attis

saptanimadi.

Dordiincti bantta hiicreler 12 saat DMSO ile inkiibe edildikten sonia 100
nM Ang Il ile 5 dakika uyanld:. Ortamda Ang Il oldugu ve DMSO’nun hiicre

kiiittitlerinde herhangi bir aktivatdr veya inhibitdr etkisi olmadigt i¢in p38 MAPK
aktivasyonu goriildia

Besinei bantta hiicteler yalmzea Ras inhibitérit FTIS ile 10 uM

konsantrasyonda 12 saat inkiibe edildi Ras inhibe olsa dahi ortamda bii aktivaté:

Altinci bantta hiicreler 10 uM, 12 saat Ras inhibitorii IF1S ile inkiibe edildi
ve ardindan 100 nM Ang IT uyariidi Ortamda bulunan Ras inhibitdra FTS, 10 uM
konsantrasyonda ve 12 saat siitede Ang I uyarimh p38 MAPK aktivasyonunu

tamamen baskiladi. Sekil 4.3.4 B de western blot sonuglarinin grafige aktarilmis

hali gosterilmigtir

4.3.5. Ang II’'nin VDK Hiicrelerinde NADH/NADPH Oksidaz Uzerinden p38

MAP Kinaz Fosforilasyonu

VDKH kiiltiinlerinde Ang II'nin AT1 1eseptorii tizerinden NADH/NADPH
oksidaz araciligla p38 MAPK aktivasyonu incelendi ($ekil 4 3.5 A)

Western blot sonuglarmn gosterildigi birinei bantta VDKH kiiltiirleri

herhangi bir aktivator veya inhibitdr ile uyarilmadi ve kontrol olarak kullamld.

Ikinci bantta ise hiicreler 100 nM Ang 11 ile 5 dakika uyarildi. P38 MAPK

aktivitesinde Ang II uyarimindan kaynaklanan bityiik bir arti saptandi
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Sekil 4.3.5.: VDKH Kkiiltiirlerinde p38 MAPK aktivasyonunda NADH/NADPH oksidaz’m
rolii. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi gdsteritmistir. Birinci
alan kontrol olarak kullanild1 Tkinci alanda ise hiicreler 100 nM Ang II ile 5 dakika
uyankdi Ugiincii alanda hiicreler NADH/NADPH oksidaz inhibitorii DPI'm iginde
coziindiigii DMSO ile 30 dakika inkiibe edildi. Dordiincii alanda ise hiicreler Ggiinci
alandan farkh olarak Ang IT ile uyarildi Besinci alanda goriilen VDK hiicreleri 20
M, 30 dakika NADH/NADPH oksidaz inhibitdrii DP! ile inkiibe edildi Altinci
alanda VDKH Kkiiltiitleri 20 uM, 30 dakika NADH/NADPH oksidaz inhibitérii DPI
ile inkiibe edildi ve ardmdan 100 nM Ang II uyanldt B. p38 MAPK

fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir

Uciincii bantta hiicreler NADH/NADPH oksidaz inhibitorii DPI'mn iginde
¢oziindiigi DMSO ile 30 dakika inkiibe edildi Ortamda Ang II aktivasyonu

olmadi1 i¢in kontrol seviyesinde bir fosforilasyon saptandi

Dérdiincii bantta ise hiicreler iiclincii alandan farkh olarak Ang II ile
uyarlldt ve kontrol gruplarna gére Ang II uyarimindan kaynaklanan bir
aktivasyon goriildii. Bu sayede ortamda DMSO kaynaklanan herhangi bir

inhibisyon veya aktivasyon olmadi§i gosterildi.
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Besinci bantta goriilen VDK hiicreleri 20 uM, 30 dakika NADH/NADPH

oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibe edildi. Ang I1’den kaynaklanan bir aktivasyon

olmadig igin fosforilasyon gozlenmedi.

Altunct bantta VDKH kiiltiitleri 20 uM, 30 dakika NADH/NADPH

oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang Il uyanldy

NADH/NADPH oksidaz inhibitéiii DPI, 20 uM konsantrasyonda ve 30 dakika

siirede Ang I uyanmh p38 MAPK fosforilasyonunu tamamen baskilamamasina

karsin bit fosforilasyon diistisit  saptandr.  Sekil 435B'de western Dblott

sonuglarinin grafige aktanloig hali gdsterilmistit.
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TARTISMA

Giiglii bir damar kasict ajan olan Ang 1I, vaskiiler diiz kas hiicreleri
iizerinde birgok etkileri olan ¢ok fonksiyonlu bir peptiddir. Bu peptid kan
basincinin, sodyum ve su dengesini, néronal fonksiyonlan ve nérohumoral sistemi
diizenlenmesinde snemli 1ol oynar (1,2) Aynea Ang II, damar duvarinmn yapisal
ve fonksiyonel biitinligiinin kontroliinde temel 1ol oynamaktadu (1)} Son
yillarda yapilan birgok ¢ahsmada bu peptidin  hipertansiyon’un = yanisira
ateroskleroz, miyokard infarktiisii, vaskiiler ve miyokardiyal yeniden diizenlenme
ile konjestif kalp yetmezliginin gelismesinde de ol oynadifi gosterildi (2) Ang I
sinyal iletim yollarumn incelenmesi bu kardiyovaskiiler hastaliklarin altinda yatan
temel mekanizmalarin anlagilmas: igin gereklidir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda
p38 MAPK n oksidatif stres ile yonlendiriliyor olmas) ve oksidatif stresin bu tiir
hastaliklardaki rolii nedenivle; ¢alismamizda Ang Il uyanml p38 MAPK
aktivasyonunda Ras inhibitsrii FTS ve NAD(P)H oksidaz inhibitézit DPI"in roli

incelendi.

Bu ¢aligmada ilk once rat aort kiskenli vaskiiler diiz kas hiicreleri 1zole
edildi ve primer killtlii ortanuna aktarild Primer kiiltiit ortanuna aktaiilan
hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiicresi oldugunu gosterebilmek i¢in primer kiiltiiril
vaptlan hiicielere immiinohistokimya teknigi uygulandi Immiinohistokimya igin
hazilapan preperatlar o-aktin ile boyanarak vaskiiler diiz kas hiictesi oldugu
gosterildi Primer killtiul yapilan hiicrelerin arasmda endotel hiicresi olup
olmadigini anlamak i¢in preperatlar von willebiand faktsr ile boyandi. Bu sekilde
primer kiiltiirti yapilan vaskiiler diiz kas hiicreleri arasinda endotel hiicresi
olmadig saptanmistir. [mmimohistokimya icin yapilan bu boyamalarin primer
antikora spesifik oldugunu gostermek ve sekonder antikordan kaynaklanan
istenmeyen boyamalarn olmadigim gostermek igin ayrica izotip boyamalar

yapildi Boylece boyamalarn primer antikora spesifik oldugu ispatlandi (S¢k11

411).
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Daha dnce vayimlanan birgok calismada Ang II'nin, VDK hiicielerinde
p38 MAPK’1 stire ve doza bafunli bir sekilde aktive edildigi gosterilmistir
(3,126) Hem Ushio-I'ukai ve arkadaslarinin hem de Meloche ve arkadaslarinin
yaptiklari calismalarda Ang [I’nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p38 MAPK’;1 100
nM konsantrasyonda ve 5 dk siire igerisinde aktive ettigi saptanmistir (3,126). Bu
calismada da kendi laboratuvar sartlainmzda thetilen vaskiller diiz kas
hiicrelerinin - Ang 1l uyarinu somtasinda literatiire uyumlu olup olmadigim

saptamak amaciyla konsantrasyon ve siire deneyleri yapilmastir.

Yaptiginmz cahigmada primer vaskiiler diiz kas hiicie kiiltiirtinde Ang
I'nin, p38 MAPK’1 aktive eden en iyi konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla
hiicreler sirasiyla Ang 11'nin 0 1, 1, 10, 100 ve 1000 nM farkhh konsantiasyonlar
ile 5 dk inkiibe edilmistir (Sekil 4.2 1) Inkitbasyon sonunda kontrol giuplarma
gore konsantiasyona bagimh bir gekilde 100 nM’a kadar fosforilasyon artig
saptanmustu. Elde ettigimiz bulgulara gdie malksimum aktivite artist 100 nM
konsantiasyonda oldugu belirlendiginden, p38 MAPK fosforilasyonu igin en

uygun konsantrasyonunun 100 nM oldugu bulunmugtur.

Primer VDKH kiiltitlerinde Ang II'nin p38 MAPK fosforilasyonuna
neden olan en uygun konsantrasyonun 100 nM oldugu bulunduktan soma 6
kuyucuklu plaklar igerisindeki vaskiiler diiz kas hiicie kiiltlitlert sirasiyla 0, 2, 5,
10, 15 ve 30 dakikalik siirelerde 100 nM Ang II ile aktive edildi (Sekil 4.2 2)
Yapilan bu deneyde, kontrol grubunda bazal seviyede aktivasyon olurken 2.
dakikada aktivasyon artis1 saptanmis, 5. dakikada aktivasyon maksimum seviyeye
ulastigr belirlenmistit. Bu siireden sonia aktivasyonun diistigti ve 30 dakika
sonrasinda bazal diizeye dondiigii goriilmiistiir Yapilan ilk iki deney sonucunda
VDKH’lerinde 100 nM Ang II’nin p38 MAPK’1 5 dakikada maksimum aktive
ettigi gosterilmistit Bulunan bu sonuglarin Meloche ve arkadaglarimin ile Ushio-
Fukai ve arkadaslarmim yaptiklain ¢ahsmalarla uyumlu oldugu gdrilmustin
(3,126). Bu asamadan sonra yapilan ¢aligmalarda Ang II; 5 dakika ve 100 nM

konsantrasyonda kullanilmistar
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Su ana kadar yapilan birgok ¢alismada vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang
II'nin, MAPK ailesini AT, resepttiil tizerinden aktive ettigi gosterilmistit
(3,9,127) Kubo ve arkadaglatimn yaptit bir calismada vaskiiler diiz kas

hiictelerinin ATy reseptdr antagonisti olan losaitan ile 10 M konsantrasyonda 10

dakikada boyunca inkiibe edildiginde, AT; reseptoriinin baskilandigim

gostermislerdir  (127). Meloche ve atkadaglann da (3) yaptiklari bagka bir
calisgmada benzer konsantiasyonda losartamm p38 MAPK  aktivasyonunu
baskiladigini bildiriimiglerdir (Sekil 4.2.3). Elde ettifimiz sonuglar hem p38
MAPK lan aktive eden Ang II sinyalletinin AT, 1eseptéril tizerinden oldugunu
gbstermis hem de losartanin bu konsantrasyon ve stiresinin AT reseptdiiint bloke
etmekte yetesli oldugu saptanmistu. Buldugumuz bu sonuglar daha dnceden

yapilmis ¢alismalardaki sonuglar: desteklemektedir (3,128).

Ang I uyarim somrasinda AT, teseptdrii iizerinden aktive olan p38
MAPK ailesinin hiicresel mekanizmalai1 su ana kadar yapilan ¢alismalarda tam
olarak agiklanamamigtir Ancak, Ang II uyanmuyla G pr.oteinleri lizerinden aktive
olan Ras’m hem MAPKKK hem de NAD(P)H (tam kanitlanmamus olmakla
bitlikte tirozin kinaz, PLA; ve PLD) bagmmli yollar tizerinden p38 MAPK’1 aktive
ettigi bir kag calismada gosterilmistir (126,127). Yapilan bu galigmalarda Ang I
ile uyarnim sontast VDKH’lerinde AT, reseptorleri tizerinden G proteinleri aktive
olduktan sonra Src adi verilen adaptdr bir protein aktive oldugu ve bununda

gelisme faktorii baglayier protein olan Gib2 tizetinden sos’u aktive ettigi
gosterilmistir (7) Sos ise Ras tizerindeki GDP-GTP degigimini katalizleyen bir
guanin niikleotid degistirici faktdrdiir. Ras, sinyal transdilksiyonunda merkezi bt
oyuncudur, Aymi cahismalarda Ras'in MAP kinaz yoluna oOnciilik eden Raf

(MAPKKK) ve NAD(P)H oksidaz: aktive ettigi bulunmustur (1,7,116).

Ang I’nin AT reseptiril tizerinden G proteinlerinin aktivasyonu yoluyla
p38 MAPK fosforilasyonunda Ras’m nasil 1ol oynadigun incelemek amaciyla
primer olatak kiltiire edilmis VDKH leri, bir ras inhibit6ril olan FIS ile inkiibe

edildi. Gana-Weisz ve arkadaslannin 1at hiicrelerinde daha 6nce yaptiklar bit
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- caligmada, hiicrelerin 24 saat stire ile FI1S nin 25 pM konsantrasyonunda inkiibe

edildigi zaman Ras’ inhibe ettigini bulmuslardir (129). Smalley ve Eisen, Colo
853 melanoma  Thiicrelerinde yaptiklarr  ¢alismada  FIS'nin 100 pM
konsantrasyonunda 24 saatte Ras™1 inhibe ettifini agikladilar (130). Zatechka ve
Lounun vaptiklain ¢alismada, FIS™nin 25 pM konsantrasyonunun ras’t inhibe
etmek icin veterli olmadigmi ileri stimislerdir (131} Biz bu nedenle

calismamizda F IS°yi 24 saat 100 uM konsantrasyonda kullanmay: uygun bulduk.

Ras inhibitérii olan FIS, % 0 1 DMSO iginde ¢dziindigliinden, DMSO’ nun
VDKII de herhangi etkisinin olmadigim gostermek igin hiicreler ilk nce 24 saat
boyunca % 0.1 DMSO ile inkiibe edildi (Sekil 4 2.4) Buldugumuz sonuglarda
primer olarak kiltiire edilen vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerinde DMSO’nun
herhangi bir aktivasyon yada inhibisyon yapmadigi bulundu. Bir sonraki asamada
% 01 DMSO ile 24 saat inkitbe edilmis hiicreler 5 dakika 100 nM Ang 11 ile
uyanlarak DMSO’nun p38 MAPK fosforilasyonuna etkisi incelendi Bu deneyin
sonucunda da, Ang II uyaniminda DMSO’nun VDK hiicrelerinde p38 MAPK

fosforilasyonuna bir etkisi olmadig1 gosterildi ($ekil 4 2.4).

" Primer olarak kiiltiire edilmis VDKH’leti 6énce 100 pM, 24 saat Ras
inhibitérii FTS ile inkiibe edildi. Elde ettigimiz sonuglar tek bagmna FIS'nin bu
hiictelerde herhangi bir p38 MAPK fosforilasyon artigina neden olmadigt
bulundu. Bu sonu¢ hem ortamda Ang II aktivasyonu bulunmadigr igin hem de
FT1S’nin bu yolag: inhibe etmesi nedeniyle beklenen bir durumdur. VDKHlerinde
Ang II uyanmndan sonra FIS’nin p38 MAPK iizetine etkisini incelemek icin
hiicreler 24 saat, 100 uM FIS ve Sdakika 100 uM Ang II ile inkiibe edildi. Bu
uyarim sonucunda da p38 MAPK fosforilasyonunda bir artis saptanmad. Elde
edilen bu sonuclar VDKH’lerinde FTS nin GTP-baglayan kiigiik bir protein olan
Ras’1 inhibe etmesi nedeniyle hem MAPKKK hem de NAD(P)H oksidaz yolunu
bloke ettipini gdsterir. Elde ettigimiz bulgular daha 6nce yapilmig FIS ile ilgili
calismalarla uyumlu bulunmugtur (129,130,131) Zatechka ve Lou 2002 yuinda
lens dokusunda yaptiklart ¢aligmada FIS’nin bu inhibisyonu Ras’in membianla

birlikteligini yada membrana ¢apalanmasini dnleyerek yaptigim iteri stirmiislerdir
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(131). Smalley ve Eisen 2002 wilmnda yaptifi bit caligmada melanoma
hiicreletrinde F1$’nin Ras’1 inhibe edetek p38 MAPK fosforilasyonunu azalttigun
rapor etmistir (130). Gana-Weisz ve arkadaslarmin yaptiklan caligimada ras'in
inhibe edilmesiyle ras’in membiana ¢apalanmasinin bloke edildigini ileri

stirmiiglerdir (129).

Ang 1I iizerinden aktive olan G proteini sinyallerinin tirozin kinazlar,
PLA, ve PLD iizerinden NAD(P)H oksidaz sistemini aktive etmek stiretiyle ve
Ras tizerinden MAPKKX yoluyla p38 MAPK aktivasyonunun gergeklesebilecegi
daha 6nceden vapilan ¢ahsmalarda gosterilmistir (1). Bizim caligmamizda Ras
inhibe edildigi i¢in hiicre igerisinde MAPKKK ve NAD(P)H oksidaz enzimleri
aktive olamadigindan dolay: da Ang Il uyarimi p38 MAPK" aktive etmemistil

Literatitde Ang II uyarmu somrasinda Ras MAPKKK ve NAD(P)H
oksidaz yollannmn hangisinin p38 MAPK fosforilasyonunda baskin oldugu ve
Ras'in NAD(P)H oksidaz sistemini aktive edip etmedigi tam olarak
gosterilememistir. Daha dnceden yapilan calismalardan Ras’m dogrudan Raf-1°1
tosforlayarak MAPK aktivasyonunu gergeklestirdigi bilinmektedir (117). Bilinen
yolakta VDKH kiiltiitlerinde Ang II uyanimli p38 MAPK aktivasyonunun Ras
bagimli oldugu ve MAPKKK iizetinden p38 MAPK’1 aktive ettigi gosterilmistir,

Nickenig, Ang II uyartmnm ROS bagimli yollarin aktivasyonu tizerinden
NAD(P)H oksidaz’1 aktive ettigini bilditmistir (2) Obata ve arkadaglarnin yaptigi
baska bir (;ah'gmada ise NAD(P)H oksidaz tarafinda tretilen siiperoksit ve
hidiojen peroksidaz’n her ikisinin de p38 MAPK 1 aktive ettigi gostermistir (85)
Hiicre icerisinde siiperoksit ve hidrojen peroksidaz’in konsantrasyonunun
yiikselmesi NAD(P)H oksidaz ile iliskili oldugu igin bu enzimin inhibe edilmesi,
hiicre igerisinde Ang II indiiklii p38 MAPK aktivasyonunu tamamen baskilanus
olabilit ETS kultanilarak Ras’m inhibe edilmesinin NAD(P)H oksidaz sistemini

de baskilayarak p38 MAPK’1 bloke ettigi diistiniibmektedir.
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Deneyletimizin son agamasmwda Ang I uyarim sonrasinda NAD(P)H
oksidaz sisteminin Ras bagiumsiz etkilerinin p38 MAPK fosforilasyonu tizerindeki
etkilerini incelemek i¢in VDKI’leti NAD(P)H oksidaz inhibitéiii olan DPI ile
inkiibe edilmistir. Ushio-Fukai ve arkadaslannm vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
yaptiklarr bir caligmada DPI'm 10 uM konsantrasyonda ve 30 dakika stiresince
kullanildiginda  NAD(P)H  oksidaz sistemini  baskilayarak p38 MAPK
fosforilasyonunu inhibe ettigini buldular (126) Bu nedenle galismamizda DPJ, 10

nM konsantrasyonda ve 30 dakika boyunca kullanilnustir

NAD(P)H oksidaz inhibitérii DPI, % 0.1 DMSO iginde ¢oziindigi i¢in
hiicreler ilk olarak 30 dakika % 0.1 DMSO ile inkiibe edilmigtir (Sekil 4.29).
Ortamda hethangi bir uyanm bulunmadigi ve DMSO’nun vaskiiler duiz kas

hiicreleri tizerine aktivasyon yapmadig igin kontrol seviyesinde bir p38 MAPK

 fosforilasyonu saptanmustir. Tkinci asamada, 30 dakika % 01 DMSO ile inktibe

edilmis hiicreler 5 dakika 100 nM Ang II ile uyarlarak p38 MAPK fosforilasyonu
incelendi Bu uyarim sonucunda VDKH'letinde kontrole kiyasla Snemli bir p38
MAPK fosforilasyon artigi gozlendi Buldugumuz bu sonuglar % 0.1°ik
DMSO nun vaskiiler diiz kas hiicreleti tizerinde hethangi bir aktivasyon ya da

inhibisyon yapmadigini gdstermekiedir

Vaskiiler diiz kas hiicreleri % 0.1 DMSO i¢inde ¢dziilmiis 10 uM DPI ile
inkiibe edilerek p38 MAPK fosforilasyonu incelendi. Bu inkiibasyon sonucunda
VDKH’lerinde kontrole oranla p38 MAPK fosforilasyonunda bir  artis
saptanmad1. MAPK fosforilasyonunda herhangi bir artig olmamasi ortamda Ang II
gibi bir uyaran olmamasima ve DPI'm NAD(P)H oksidaz yolagini inhibe etmesine

baghdu

Primer olarak kiiltiire edilmis VDKH lerinde Ang Il uyariminda NAD(P)H
oksidaz’in etkisini incelemek icin hiicreler 10 pM, 30 dakika NAD(P)H oksidaz

inhibitéri DPI ile inkiibe edilmis ve ardindan 5 dakika 100 nM Ang 11 uvarilmigtin
(Sekil 429) NAD(P)H oksidaz inhibité1i DPI'in, 30 dakika ve 10 puM

konsantrasyonda Ang Il uyartmh p38 MAPK fosforilasyonu inhibe ettigi saptandi




Bundan dolayida DPI'in NAD(P)H oksidaz izerinden ROS tiretimini azalthi ve
bu sekilde p38 MAPK fosforilasyonunu inhibe ettifi stylenebilir Fakat Ras
MAPKKK yolu tizerinden de bir aktivasyon bulunmanugtu. Bu da Ang II uyarims
sonrasinda p38 MAPK aktivasyonunun NAD(P)H oksidaz sistemi {izerinden
oldugunun, aym zamanda Ras’m etkilerini NAD(P)H oksidaz {izerinden

gosterdiginin de kanttidir

Ushio-Fukai ve aikadagslar da vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yapuklars
caligmalarda elde ettigimiz bulgulara benzer sonuglar bulmuglardir (126). Llde
ettikleti sonuglara gére, primer olarak kiiltiire edilmis VDKH'lerinde Ang I
uyarumnt sonucu p38 MAPK fosforilasyon artiginda H»Oy ve O gibi 1eaktif

oksijen radikallerinin kiitik bir rol oynadigini ileri stirmiislerdin

Laboratuvarimizda bu ¢aligma ile paralel yuriittiigti bagka bir ¢aligmada
Ang 11 uyarimu sonrasinda Ras inhibitorii FTS ve NAD(P)H oksidaz inhibitoiil
DP1 kullanilarak p42/44 MAPK fosforilasyonu incelenmistir VDKH’lerinde Ang
Il uyarmm sonrasmnda FIS'nm p42/44 MAPK fosforilasyonunu tamamen
baskiladigi ancak DPI’in bu fosforilasyon lizerine herhangi bir etkisi olmadif

saptanmistur (yaymlanmamis bulgu)

Sonug olarak, VDKH’letinde Ang_II uyartimi sonucu AT, reseptdrl
tizerinden isleyen Ras-MAPKKK ve Ras-NAD(P)H oksidaz bagimli yollar p38
MAPK aktivasyonu i¢in énemli basamaklardir. Bu yollarin daha iyi anlastimas
kardiyovaskiiler hastaliklann altinda yatan patolojik mekanizmalatin ve herhangt
bir stres uvarinu sonucunda meydana gelen iskemi, infeksivon hastahigl ve
inflamatuvar artrit gibi hastaliklarin hiicresel ana mekanizmalarin anlasiimasi igin
temeldir. Ayrica bu yollarin hiicresel mekanizmalatinm ¢ozillmesi bundan

kaynaklanan hastaliklar i¢in ilag gelistirilmesine imkan saglamaktadu.

Gelecekte hiicre i¢i siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi ROS’lanin

lctilmesi ve p38 MAPK tizerine etkili diger stres kaynakli yollarm aynntih

olarak arastirilmasi konulara bakis agisini genjsletebilir. Ras ve NAD(P)H oksidaz




tizerinden tretilen fizyolojik ve patolojik diizeydeki ROS'larin p38 MAPK

aktivasyonu lizerindeki etkilerini gosteren daha ileti caligmalar bu konunun

biitiinliigiiniin anlagilmasinda yardimer olabilit
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SONUCLAR

Bu calismada primer olarak kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
Ang 1I uyanmu sonrasinda AT, reseptorii tizerinden aktive olan p38§ MAPK

aktivasyonunda Ras ve NAD(P)H oksidaz sinyal iletim yollarmn etkisi
incelenmistii.

Rat aortasindan izolasyonu ve primer kiltiiti yapilan hiicrelerinin
immunohistokimya yontemiyle o-aktinleri boyanarak vasktiler diiz kas hiicresi

oldugu gosterilmistir. Daha sonta bazi aktivatdr ve inhibitorler kullanlarak p38

MAPK fosforilasyonu western blotting yontemiyle gosterilmeye calisilmistir

Elde ettigimiz sonuglara gore;

{- Ang II’nin 100 nM konsantrasyonda primet olarak kiiltiire edilmis VDK

hiicrelerinde maksimum p38 MAPK fosfotilasyonu yaptig gosterilmistir
2- Ang II'nin 100 nM konsantrasyonda ve 5 dakika inkiibasyon sonunda
primer olarak kiiltize edilmis VDK hiicrelerinde maksimum p38 MAPK
fosforilasyonu vaptigi gosterilmigtit
3. Primet olarak kiiltitre edilmis VDK hiicrelerinde Ang II'nin p38 MAPK
fosforilasyonuna neden olan sinyallerinin AT, reseptorii tizerinden geigeklestigi
gostetilmigtir.
4- Ras’in inhibe edilmesinden soma Ang 1I uyarimmin primer olarak
kiiltiire edilmis VDK hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyon artigina neden

olmadig1 saptanmigtir.

5. NAD(P)H oksidazm inhibe edilmesinden sonta Apg 11 uyariminin

primer olarak kiiltiire edilmiy VDK hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyon artigina

neden olmadii bulunmusgtu.




6. VDKH kiiltiirierinde Ang 1I uyarimmu attinda AT, 1eseptéril tizerinden
aktive olan Ras ve NAD(P)H oksidaz’in ikisinin de aym yolak i{izerinde p38
MAPK {fosfotilasyonuna neden oldugu bulunmustur. Ayrica bu iki yolaktan

NAD(P)H oksidaz sisteminin VDK hiictelerinde p38 MAPK fostorilasyonunda

daha etkin 1ol oynadigy gosterilmistis




OZET

Renin-anjiotensin sisteminin aktif bir komponent olan Anjiyotensin I
(Ang II), hipertansiyon, aterosiklerozis, kaidiovaskiiler sistem hastaliklair ve kan
basmeinin kontroliinde dnemli bir tol oynar. Ang IP’nin vaskiler diiz kas
hiicrelerinde AT1 reseptorleti {izerinden G proteinine bagh reseptotler aracilifiyla
farkl: sinyal iletim yollarini uyararak p38 Mitojen aktive edici kinaz (MAPK) la
aktif hale gegirir. Ang 1I ile uyarim somasinda hemen isleyen sinyal iletiminde G

proteinieri aracilifnyla Ras aktive olur. Ras, NAD(P)H oksidaz sinyal iletim yolu

{izerinden p38 MAPK’1 aktive edebilir

Bu caligmamizda 1atlatn aortasindan izole edilen vaskiiler diiz kas
hitcreleri kiiltiir ortamunda tretildikten sonra Ang II ile uyartlarak p38 MAPK
fosforilasyonunda Ras ve NAD(P)H oksidaz’m etkisi arastuilmistir.  Rat
aortasindan  izole  edilen  vaskiiler diiz  kas hicielerinin  safligl
-immiinohistokintyasal teknik kultamlarak o-aktin varligs ile gosterilmistir Ang 11
uyarmmu ile p38 MAPK fosforilasyonu westetn blot yontemi ile, aragtiumak
istenilen ber bir metabolik yol igin uygun inhibitorler kullanilarak analiz
edilmistir. Sonug olarak vaskiiler diiz kas hiicré kiiltiirlerinde, Ang T uyanimi Ang
['nin AT, reseptoril tizerinden p38 MAPK aktivasyonunu hizli bir sekilde

arttrmisty Ang 1T indiikli p38 MAPK aktivasyonu Ras inhibitoril olan F18 ile
tamamen baskilanmustir. Ang 1T uyarnmli MAPK aktivasyonu tizerine NAD(P)H

oksidaz inhibitori olan DPI da p38 MAPK aktivasyonu inhibe etmistir.




ABSTRACT

Angiotensin H (Ang II), is the active component of the renin-angiotensin
system which has an important role in atherosclerosis, hypertension, pathogenesis
of cardiovascular diseases and regulating blood pressure It was shown that, in
vascular smooth muscle cells (VSMC), by stimulating Gq protein through AT,
receptors, Ang II activates various signal transduction pathways of p38 mitogen
activated protein kinases (MAPKs). IThese immediate signal transduction
processes ate, G protein mediated activation of Ras. Ras can activate p38 MAPK

through signal transduction pathway of NAD(P)H oxidase.

VSMC cultured, used in the experiments, showed 99% positive
immunosiaining of smooth muscle a-actin antibody. This study was aimed to
investigate whether or not Ras or NAD(P)H oxidase activation have a role in p38
MAPK phosphmylation after stimulation with Ang 1I in VSMC cultured.
Phosphorylation was shown using western-blott techniques with specific phospho-
antibodies against p38 MAPK proteins. In cultured rat vascular smooth muscle
cells, angiotensin 11 (Ang II) induced a rapid increase in p38 mitogen activated
protein kinase (MAPK) activity throﬁgh the Ang II type 1 receptor Ang 1l
induced MAPK. activity was abolished by the Ras inhibitor, FTS and NAD(P)H

oxidase inhibitor DPL
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