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OZET

Siiperoksit anyonunun hipertansiyonun gelisiminde 6nemli bir rol oynadig:
bilinmektedir. Anjiyotensin II (Ang II), hipertansiyon, aterosikleroz ve diyabette
goriilen vaskiiler hasarin karakteristik Ozellikleri olan degisen vaskiiler toniis,
endoteliyal disfonksiyonu, yapisal yeniden yapilanma ve vaskiiler inflamasyonun
olusmasina katilir. Ang Il uyarimi, G protein bagimli membran reseptdrleri olan Ang
IT reseptorii 1 (ATIR) ve Ang II reseptorii 2 (AT2R) lizerinden gerceklesir. Ang 11
reseptorii 1 (ATIR)’in fizyolojik roli AT2R’ne gore daha Onemlidir. Vaskiiler
hiicrelerde en iyi tanimlanan sistem, hipertansiyonun diizenleyicisi gibi diisiiniilen,
Ang IT-uyarimli NAD(P)H oksidaz iliskili siiperoksit anyonu olusumudur.

Bu calismamizda, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH) spontan hipertansif
(SHR) ve normotansif wistar kyoto (WKY) ratlarin torasik aortalarindan elde
edilmistir. Vaskiiler diiz kas hiicreleri, AT1R-iliskili NAD(P)H oksidaz aktivasyonu
tizerinden Src fosforilasyonu ve siliperoksit anyonu olusumunun belirlenmesi i¢in
Ang II ile uyarild1 ve/veya Losartan (AT1 reseptor blokorii), difenil iodonium (DPI;
NAD(P)H oksidaz inhibitorii), PP1 (Src inhibitdrii) ve GF109203X (PKC inhibitorii)
ile inkiibe edildi. Src fosforilasyunu western blot metoduyla, siiperoksit anyonu
olusumu sitokrom C rediiksiyon yontemi ile 6l¢iildii.

Src fosforilasyonu, Ang II uyarimi sonrasinda hem SHR hem de WKY
gruplarinda kontrole gore artis gosterdi. Diger taraftan, DPI disindaki biitiin inhibit6r
uygulamalar1 Src fosforilasyonunu her iki grupta da azaltti. Ang II-uyarimh
hiicrelerde, her iki grupta da, siiperoksit anyonu olusumunda artis oldugu belirlendi.
Ancak siiperoksit anyonu olusumunun SHR grubunda, WKY grubuna gére anlaml
derecede yiiksek oldugu gozlemlendi. Ang II uyarimina ragmen, tiim inhibitor
uygulamalarinda her iki grupta da olusan siiperoksit anyonu miktarlarinda azalma
tespit edildi.

Sonuglarimiza gore, Src ve PKC fosforilasyonunun NAD(P)H oksidaz
aktivasyonundan once meydana geldigini sdyleyebiliriz. Ang II uyarimli NAD(P)H
oksidaz aktivasyonunun Src iizerinden gercgeklestigi calismamizda gosterilmistir ve
bu mekanizma antihipertansif ilaglarin gelistirilmesinde énemli olabilir.

Anahtar kelimeler: Hipertansiyon, vaskiiler diiz kas hiicresi, NAD(P)H oksidaz,
Src.
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ABSTRACT

It is known that superoxide anion has an important role in progressing
hypertension. Ang II contributes to altered vascular tone, endothelial dysfunction,
structural remodeling and vascular inflammation, characteristic features of vascular
damage in hypertension, atherosclerosis and diabetes. Ang II induces its effects via at
least two G-protein-coupled transmembrane receptors, Ang II receptor 1 (AT1R) and
Ang II receptor 2 (AT2R), of which the former is considered to be more
physiologically important. The best characterized system in vascular cells is Ang II-
stimulated NAD(P)H oxidase-mediated generation of superoxide anion, which
appears to be upregulated in hypertension.

In our present study, vascular smooth muscle cells (VSMC) were isolated
from thoracic aortas of spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive
Wistar Kyoto rats (WKY). Vascular smooth muscle cells, to determine the ATIR-
mediated Src phosphorylation and superoxide anion production via NADPH oxidase,
were stimulated with Ang II with or without Losartan (AT1 receptor blocker),
diphenyl iodonium (DPI; NAD(P)H oxidase inhibitor), PP1 (a selective Src inhibitor)
and GF109203X (PKC inhibitor). Src phosphorylation was determined by western
blot method. Superoxide anion production was measured by cytochrom ¢ reduction
method.

Src phosphorylation increased both SHR and WKY groups after Ang II
stimulation compared with controls. On the other hand, Src phosphorylations were
decreased both SHR and WKY groups after Ang Il stimulation with inhibitors except
DPI. Superoxide anion production was enhanced in both two groups in Ang II-
stimulated cells. However superoxide anion production in SHR was significantly
greater than WKY. All inhibitors reduced superoxide anion production both SHR
and WKY groups in spite of Ang II stimulation.

According to our results, we found that Src and PKC phosphorylation may
occur before the NAD(P)H activation. We showed that Ang II induced NADPH
oxidase via Src and this mechanism may be important in developing drugs and
medicine against hypertension.

Key words: Hypertension, vascular smooth muscle cell, NAD(P)H oxidase, Src.
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GIRIS

Hipertansiyon veya arteriyel kan basincindaki artis, sanayilesmis toplumlarda
yetiskin populasyonun % 25’ini etkileyen 6nemli bir halk saglig1 problemidir [1, 2].
Bu hastalik, inme, miyokardiyal infarktiis, konjestif kalp yetmezligi ve son donem
bobrek yetmezligini de icine alan ve birgok ortak sebebe sahip olan morbidite ve
mortalite i¢in baslica risk faktoriidiir [2].

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS), ekstraseliiler s1tvi hacminin ve
sodyum  dengesinin  diizenlenmesi  vasitasiyla hemodinamik  stabilitenin
korunmasinda biitlinleyici bir rol oynar. Buna ilaveten RAAS’mn asir1 aktivitesi
hipertansiyon ve bununla baglantili bazi hastaliklarin gelismesiyle iligkilidir.
RAAS’daki ana efektor peptid olan Anjiyotensin II (Ang II), kardiyovaskiiler ve
renal hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarda 6nemli bir rol oynamaktadir [3].
Hipertansiyon ve ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde
[4] gorev alan Ang II'nin en iyi bilinen etkileri (uyarici, proliferatif ve profibrotik),
anjiyotensin tip 1 (ATI) reseptoriine baglanmasiyla gergeklesir [3]. Bugiine kadar,
Ang II'nin fizyolojik etkilerinin cogunda ve Ang II uyariml vaskiiler fonksiyonlarin
kontroliinde AT reseptoriiniin etkili oldugu gosterilmistir. Damar sisteminde, AT1
reseptorleri baslica diiz kas hiicrelerinde eksprese edilir [4].

Hipertansiyonun patogenezinde oOzellikle NAD(P)H oksidaz araciligiyla
olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin rolii oldugunu destekleyen bir¢ok
kanit bulunmaktadir. NAD(P)H oksidaz (NOX) aktivasyonu ve indiiksiyonu i¢in en
iyl tanimlanmig uyarict Ang II’dir ve farkli alt iiniteleri eksik NAD(P)H oksidaz’a
sahip fareler kullanilarak yapilan deneylerde, Ang II uyarimli hipertansiyon ve
hipertrofide oksidazlarin merkezi bir rol oynadig1 gosterilmistir [5]. Ang II inflizyonu
araciligiyla olusturulmus hipertansiyonlu rat modellerinde, hem NAD(P)H oksidaz
altiinitelerinin ekspresyonu hemde aktivitesi yiikselmistir [6, 7], NAD(P)H oksidaz
inhibitoriiniin katilimiyla vaskiiler siiperoksit anyon (O, +) iiretimi azalmis ve Ang II
ile indiiklenen kan basinci artisi azalmistir [8, 9]. Son donemde gen hedefleme
yaklasimlart kullanilan bir dizi ¢alisma NAD(P)H oksidaz izoformlarinin
hipertansiyonla alakali oldugunu dogrulamustir. Sitozolik p47°™* altiinitelerinden
yoksun farelerde Ang II’ye hipertansif cevap belirgin bir sekilde korelmistir ve bu
hayvanlarda Ang II inflize edilmis yabani tip farelerde gozlenen endoteliyal
disfonksiyon ve O, - iiretimindeki artis goriilmemektedir [10, 11].

Ang II, damar sisteminde, kasilma, biiyiime, gé¢ ve inflamasyon gibi gesitli
hiicresel yanitlarin ortaya c¢ikmasimi saglar. Bu siireglerin bir kismi, sinyal
molekiilleri olarak rol oynayan, siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi ROS
vasitasiyla gerceklesir. Yeni ortaya ¢ikan kanitlar vaskiiler ROS’un esas kaynaginin
vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH)’deki NAD(P)H oksidaz oldugunu isaret



etmektedir. Ang II vaskiiler NAD(P)H oksidazin en iyi bilinen uyaranlarindan
biridir. VDKH’de NAD(P)H oksidaz: etkileyen iist yolak sinyal molekiilleri ve Ang
IT baglantili enzim mekanizmalar1 tam anlamiyla agiga c¢ikmamistir [12] ancak
fosfolipaz D (PLD) ve/veya protein kinaz C (PKC)’nin bir rol oynadigini diisiindiiren
bulgular elde edilmistir [13, 14]. Ayrica bazi caligmalar sonucunda, epidermal
bliylime faktor (EGF) reseptorii transaktivasyonu, fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)
ve Rac’in 6nemli olabilecegi de rapor edilmistir [15].

Bir non-reseptor tirozin kinaz ailesi olan Src kinazlar VDKH’de yaygin
olarak eksprese edilir. Bu zamana kadar 14 {iyesi tesbit edilen Src kinazlardan 60
kDa agirligindaki c-Src kinazlar ilk tanimlanan tiptir [16]. Ang II vasitasiyla hizli bir
sekilde aktive olan Src’nin, hiicre go¢ii, biiylimesi ve kasilma olaylarinda anahtar rol
oynadig1 diistiniilmektedir [17]. Src aktivasyonu, hipertansiyondaki bir dizi redoks
duyarl sinyal yolaginin uyarimiyla da iliskilidir [9].

Hipertansiyonda, VDKH’lerinde Ang II uyarimi sonrasinda goriilen
stiperoksit anyon artisi, NAD(P)H oksidaz iizerinden meydana geldigi bir¢cok ¢alisma
ile gosterilmistir. Elde edilen literatiir bilgilerinin 15181 altinda, yapilan deneysel
caligmalarda, daha ¢ok deney hayvan modellerinde, hipertansiyonun NAD(P)H
oksidaz tiizerine etkisi gosterilmis olmasina ragmen, mekanizmas ile ilgili hiicre
kiiltiirlerinde celiskili verilere rastlanmaktadir. Amacimiz, kendi laboratuvar
kosullarimizda, spontan hipertansif ratlardan ve normotansif ratlardan elde edilen
VDKH’lerinde Ang II uyarimi ile NAD(P)H oksidaz aracili siiperoksit anyonu
tiretimini karsilastirmak ve ayrica, ayni sinyal iletim yolunda rol oynayan ve
literatiirde hakkinda ¢eliskili bilgiler olan Src’nin bu yolaktaki yerini belirlemektir.



GENEL BIiLGI

2.1. Hipertansiyon

2.1.1. Hipertansiyonun Tanimlanmasi ve Siniflandirilmasi

En yaygin goriilen kardiyovaskiiler patolojiler igerisinde bulunan
hipertansiyon, tekrarlanan 6lgiimlerde kan basincinin yiiksek oldugunun kanitlanmasi
ile tesbit edilir. Tanimlar ve siniflamalar degismekle beraber genel olarak, 18 yas ve
izeri insanlarda sistolik arter basincinin (SAB) 140 mmHg, diastolik arter basincinin
(DAB) 90 mmHg’nin iizerine ¢iktigi durumlar, Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve
Uluslararas1 Hipertansiyon Dernegi tarafindan hipertansiyon olarak tanimlanmistir
[18-20].

Bununla birlikte Amerika Birlesik Ulusal Hipertansiyon Komitesi tarafindan
yayimlanan yedinci rapora gore, 18 yas ve ilizeri insanlarda ideal kan basincinin
120/80 mmHg’ nin altinda olmas1 gerektigi; SAB’in 120 mmHg ve DAB’in 80
mmHg’nin {izerine ¢ikmasi prehipertansiyon olarak tanmimlanmaktadir. JNC-VII
(JNC, Joint National Committee) raporunda kan basincinin siniflandirlimasi tablo
2.1°de gosterildigi sekilde sunulmustur.

Hipertansiyon, Amerika Birlesik Devletlelinde yaklasik 50 milyon ve diinya
tizerinde yaklagik 1 milyar bireyi etkilemektedir. Populasyon yasi artik¢a, genis ¢apl
ve etkili koruyucu onlemler alinmazsa hipertansiyon prevelans: daha da artacaktir.
Framingham Kalp Calismasindan alinan son verilere gore, normotansif 55 yasindaki
bireylerde kalan yagsam siirecinde % 90 hipertansiyon gelisme riski vardir [21].

Burt ve arkadaslarinin 1988 — 1991 yillar1 arasinda yapmis olduklart
calismalarda elde ettikleri epidemiyolojik veriler otuzlu yaslarda 9%20-25 olan
hipertansiyon prevalansinin 60 yas ve lizerinde %50’lere ¢iktigin1 géstermektedir [1].

Ulkemizde Onat ve arkadaslarinin 2003 yilinda yapmis oldugu calisma,
hipertansiyon prevalansinin erigkin erkeklerde %36,3 eriskin kadinlarda ise %49,1
oldugunu gostermistir. Buna gore, 33 yas ilizerindeki niifusumuzun halen 28,3 milyon
oldugu varsayimiyla, halkimizda yaklasik 5,2 milyon erkek ve 6,6 milyon kadinda
hipertansiyonun bulundugu tahmin edilebilir [22].



Tablo 2.1. Kan basincinin siniflandirtlmasi [21].

Kan Basincinin SAB DAB

Siniflandirilmasi mmHG mmHG
Normal <120 <80
Prehipertansiyon 120 - 139 80 — 89
Evre 1 Hipertansiyon 140 - 159 90 — 99
Evre 2 Hipertansiyon > 160 > 100

Hipertansiyon, esansiyel ve sekonder hipertansiyon olmak iizere ikiye ayrilir.
Esansiyel (primer, idiyopatik) hipertansiyon, ger¢ek nedeni bilinmemekle beraber
renovaskiiler hastalik, bobrek yetmezligi, feokromasitoma ve aldosteronizm gibi
sekonder nedenlerin bulunmadigi yiiksek kan basinci olarak tanimlanir ve tiim
hipertansiyon nedenlerinin %95’inden sorumludur [18]. Bobrek, kalp, endokrin,
ndrolojik ve vaskiiler hastaliklarda goriilen hipertansiyon ise sekonder hipertansiyon
olarak tanimlanir [23].

2.1.2. Hipertansiyonun Patofizyolojisi

Arteriyel kan basincinin diizenlenmesinde bobrekler, merkezi sinir sistemi,
periferik sinir sistemi, vaskiiler endotel ve bdbrekiistii bezi gibi birbiriyle iliskili
bir¢cok faktor rol oynadigi i¢in hipertansiyondan sorumlu tek bir etiyoloji ya da
patofizyolojik mekanizma vardir denilemez [24]. Arteriyel kan basinci viicudun
istemlerine gore fizyolojk sinirlarda algalip yiikselmeler gosterir. Bu giin i¢in bilinen
kontrol sistemlerini soyle siralayabiliriz:

Baroreseptor sistemi,

Otonom sinir sistemi,

Renin anjiyotensin sistemi,

Likit elektrolit dengesi,

Prostoglandinler,

Renal medulladan salgilanan alkil eter,
Kallikrein-kinin sistemi,

Atrial natriiiretik peptidler ve Arginin — Vazopressin

Arteriyel yataktaki kan basincinin seviyesi biiyiik Ol¢lide iki olgudan
kaynaklanir. Bunlardan birincisi, sol ventrikiil tarafindan birim zamanda pompalanan
kan miktar olarak ifade edilen, kalp debisi; digeri de periferik vaskiiler yatagin kan
akimina gosterdigi direngtir. Bu direng damar yarigapinin dordiincii kuvvetiyle ters
orantili oldugundan yarigaptaki ¢cok az kiiciilmeler dahi biiyiik bir diren¢ ve buna
bagli olarak kan basincinin artmasina sebep olabilir. Sekil 2.1°de kan basincina etki
eden faktorler goriillmektedir [23].
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Sekil 2.1. Kan basincini olugturan faktorler [23].

Hipertansiyon ve aterosikleroz gibi bazi patofizyolojik durumlar, damar
duvari iizerinde vaskiiler diiz kas proliferasyonu, rejenere endotelin disfonksiyonu ve
konnektif dokunun dekompozisyonu gibi ortak etkiler gosterirler. Oksidatif stresteki
artis, olusan patolojik siire¢lerin ortak noktasidir. Bu siireclerin ilerlemesinde hiicre
i¢ci sinyal iletim yolu 6nem kazanmaktadir. Sinyal iletim yollarinin belirlenmesi,
vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki fizyopatolojik diizenlenme mekanizmalarinin
anlasilmasini saglar [25, 26].

2.1.3. Hipertansiyonun Tedavisi

Hipertansiyon tanis1 kesinlestikten sonra eksiksiz yapilan laboratuvar
incelemeleri ile kan basinci yiiksekligine sebep olan nedenler arastirilir. Sekonder
hipertansiyon tiimiiyle ekarte edildikten sonra hasta, esansiyel hipertansiyon hastasi
kabul edilerek uygun tedaviye baslanir. Klinik ve laboratuvar verileri sekonder
hipertansiyon tanis1 koydurursa bunun altinda yatan primer hastalik uygun tedaviye
alinir. Genellikle erken uygulanan tedavi ile primer hastalik kontrol altina alinirsa
hipertansiyon da gerileyebilir. Primer hastalik yeterince uzun siirmiis ve
kardiyovaskiiler ~degisiklikler —hipertansiyonu primer hastalifin tedavisiyle
geriletilemez duruma getirmisse hastalar ayrica uygun antihipertansif tedaviye alinir
[23].

Kan basinci yiiksekligi hedef organlarda hemen miidahale gerektirecek bir
etki yapmamigsa ve ¢ok yiiksek seviyelerde degilse, medikal yontemlerden once kan
basinci yiikselmesinde ikinci derecede sorumlu olabilecek etkilerin giderilmesine



caligilir. Nonfarmakolojik yontemler olarak da adlandirilan bu 6nlemlerin basinda
tuz alinimimin kisitlanmasi gelir. Bizim de i¢inde bulundugumuz bati toplumu
tarzinda beslenmede giinde ortalama 9-12 g kadar tuz alinmaktadir (yaklasik3,5-5 g
sodyum). Giinlik tuz alinimmin 5 g’in altina diisliriilmesi hafif derecedeki
hipertansiflerin en az yarisinda kan basincinda 10-15 mmHg kadar bir azalma
goriiliir. Tuz kisitlamasi 6zellikle tedavi dncesi diisiik renin diizeyi olan hastalarda
(tuza duyarli hipertansiflerde) daha etkili olur. Viicut agirliginin normalin {istiinde
olmasi da kan basincin1 olumsuz yonde etkiler. Fazladan bulunan 10 kg kadar bir
agirlik azalmasi kan sistolik kan basincinda 10 mmHg kadar bir azalma saglar [23].

Hipertansiyon, erken tani, bilingli izleme ve uygun tedavi ile Onlenebilir,
geciktirilebilir, kontrol altina alinabilir bir hastaliktir. Ideal tedavi, regiilasyon
metabolizmasini bozan sebebe yonelik olmalidir [23].

Primer hipertansiyonun gelisiminden c¢ok sayida mekanizma sorumlu
tutulmaktadir. Her hastada farkli faktér ya da faktorler ve heniiz bilinmeyen
mekanizmalar s6z konusu olabileceginden, tedavide temel hedef, olasi faktorler
lizerine yonelerek kan basincimi diisiirmektir. Bu amagla baslica iki tiir yaklasgim
uygulanmaktadir: yasam tarzinin diizenlenmesi ve ilag tedavisi (Sekil 2.2) [27].

) Ditiretikler Fazla .
Genetik Yatkinhk Sodyumlu Diyet
\ Uygunsuz Sodyum / Tuzkisitlamasi
l Atthmi
Anjiotensinll Natriiiretik Faktor
Artisi /
ACE—1 Kan Basincinda
ARB Yukselme \
Diger
Faktorler ?
Sempatik Aktivite
Artigi Kalsiyumantagonistleri
Alfablokérler
Beta blokarler
Kisaltmalar: ACE-1 ACE inhibitdrleri; ARB: Ang Il reseptdr blokarleri.

Sekil 2.2. Hipertansiyonun olusum mekanizmasi ve tedavi yaklagimlari [27]

2.2. Vaskiiler Yap:

Arteriyel duvar birbirinden bagimsiz {i¢ tabakadan (Tunica intima, Tunica
media ve Tunica adventitia) olusur (Sekil 2.3). Farkli yap1 ve fizyolojik 6zelliklere
sahip olan bu li¢ tabaka arteriyel duvar hasarlarinda farkli yanitlar gosterirler [28].



Vaskiiler diiz kas hiicreleri damarlarin Tunica media tabakasinda ve hiicre
dis1 matriks i¢inde yerlesmis olarak bulunurlar ve kapiller damarlar hari¢ biitiin
damarlarin duvarinda bulunan ve damarin kasilip-gevseme fonksiyonunu saglayan
hiicrelerdir [29].

Tunica
adventitia
Bag doku

intima
Endotel

I¢ elastik lamina

Dis elastik lamina
Diiz kas hiicreleri
Tunica media

Sekil 2.3. Vaskiiler yap1 [30].

Hipertansiyonda, arterler liimen ¢apinin azalmasi ve periferal direncin artmasi
sonucunda fonksiyonel, yapisal ve mekanik degisikliklere maruz kalir [31, 32].
Yeniden yapilanmay1 da iceren baslica yapisal degisiklikler, hiicre biiylimesindeki
artis, hiicre migrasyonu, ekstraseliiler matriks birikimi ve inflamasyondan dolay1
olusur. Vaskiiler diiz kas hiicreleri tiim bu olaylarin merkezindedir ve
hipertansiyondaki vaskiiler degisikliklerin altinda yatan dinamik siire¢lerde temel rol
oynar. Hipertansiyonda, damarlarin yeniden yapilanmasi ve biiyiimesinde rol
oynayan bir ¢ok faktor arasinda, Ang II en énemli faktor olarak goriilmektedir [31,
33].

2.3. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS) ve Anjiyotensin II

Kan basincinin diizenlenmesi ve siv1 elektrolit dengesinin saglanmasinda kilit
gorev alan Renin Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS) fizyolojik gorevleri
disindaki  noéronal, ndrohormonal, metabolik, immiinolojik  olaylardaki
multifonksiyonel etkilerinden otiirii  kardiyovaskiiler ve renal degisikliklerin



olusmasina yol acar. Bu nedenle hipertansiyon gelisimi kadar komplikasyonlarini da
arttirir. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi’nin biyolojik aktivasyonlari, esas
olarak potent bir oktapeptit olan anjiyotensin II (Ang II) ile ve daha az diizeyde
aldosteronla saglanir. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi iiyelerinin % 10-20’si
sistemik dolagimda, % 80-90’1 dokularda bulunur. Dolagimdaki RAAS iiyelerinin
major kaynagi renin sentezleyen bobreklerdir. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron
Sistemi’nin etkisi ile sodyum ve suyun tutuldugu, potasyumun atildigi organ olan
bobrekler, RAAS’1n hipertansiyon gelistirici etkisinde de merkezi rol oynar. Sirkiiler
RAAS iiyeleri hemodinamik ve hormonal islevle kan basincinin yilikselmesine, lokal
RAAS fyeleri de metabolik, immiinolojik, biliyiime faktorlerini uyarici etkiyle
kardiyovaskiiler ~ve renal degisikliklere, hipertansiyonun devamliligi ve
komplikasyonlarinin artmasina neden olur. RAAS’ni olusturan komponentlerin
genetik polimorfizmi de Mendelyan egilimle, otozomal dominant 6zellikli olarak
kusaklar aras1 gegig gosteren hipertansiyon gelisimini arttirmaktadir [34].

Richard Bright’in 1838’de bobrek hastalarinda kardiyak hipertrofi ve
vaskiiler duvar kalinlagsmasini bildirmesinden sonra, Finlandyal1 fizyolog Tiggerstadt
1898°de bobrek korteksinde kan basinct artisina yol agan ve hipertansiyondaki
kardiyak hipertrofiden sorumlu olabilecegini diisiindiigli ve “renin” adini verdigi bir
maddenin varligin1 bildirmistir. Goldblatt 1934’te renovaskiiler hipertansiyon
modellerinde kan basinci artisina yol agan uzun etkili humoral bir madde oldugunu
gozlemlemistir. George Pickering ve arkadaslarinin 1938 de 1s1iya dayanikli, diyaliz
olamayan renin adindaki maddeyi kandan izole etmelerinden sonra, bu konudaki
calismalar hizlanmistir. Daha sonra reninin aktive ettigi hipertansif faktor olan
plazma proteininin varlig bildirilmistir. “Anjiyotensinojen” adi1 verilen ve 1957°de
Skeggs ve arkadaglarinin plazmadan tetradekapeptid olarak izole ettigi bu maddenin
kimyasal yapisi ve tiplendirilmesi 1963’te gergeklestirilebilmistir [35].

Bagslangigta homeostazis diizenleyici olarak endokrin sistemde yer aldigi
diisiiniilen RAAS’nin fizyolojik gorevlerinin disindaki immiinolojik, metabolik ve
biiyiime faktdrlerini uyarict etkilerinin hipertansiyon gelisiminden dnemli derecede
sorumlu oldugu bildirilmektedir [36, 37].

Anjiyotensin olusurken, 6nce bobreklerden renin ve onun inaktif prekiirsorii
olan prorenin dolagima birakilir. Renin, bdbrekte jukstaglomeriiler hiicrelerden
salinir ve karacigerden plazmaya verilen anjiyotensinojenin anjiyotensin [’e
cevrilmesi reaksiyonunu katalize eder. Karaciger kaynakli anjiyotensinojeni N-
terminalinden keserek bir dekapeptid olan anjiyotensin I (Ang 1)1 olusturur.
Anjiyotensin I, akcigerlerde vaskiiler endoteliyumun luminal yiizeyindeki dipeptidil
karboksipeptidaz olan anjiyotensin doniistiirlici enzim (angiotensin converting
enzyme, ACE) tarafindan aktif form olan anjiyotensin II (Ang II)’ye doniistiiriiliir.
Ayrica Ang I, ii¢ doku nétral endopeptidaz (NEP 24.11, NEP 24.15 ve NEP 24.26)
tarafindan  heptapeptid = Ang-(1-7)’ye  dOniistiiriilebilir. ~ Anjiyotensin I,
aminopeptidazlar tarafindan Ang III ve Ang IV’e yikilir (Sekil 2.4) [38].

Renin-Anjiyotensin-Aldosteron ~ Sistemi’nin  aktif bir eleman1 olan
Anjiyotensin II, 8 aminoasitten olugmus oktapeptid bir hormondur. Renin-
Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi’nin fizyolojik ve patolojik etkileri Ang II iizerinden



gergeklesir. Anjiyotensin II kan dolasgiminda 30-120 saniye kalarak etkisini
reseptorler diizeyinde gosterir (Sekil 2.4) [26, 37, 39].

ANGIOTENSINOGEN
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Sekil 2.4. Renin-anjiyontensin sistemi ile anjiyotensin II’nin olusmasi [26]

Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi’nin komponentleri bir¢ok dokuda
sentezlenmektedir. Renin harici tim RAAS iiyeleri vaskiiler dokularda gosterilmistir.
ACE plazmada dolasan bir hormon olarak, intersitisyumda ve intraselliiler olarak
bulunur. Doku ACE kalp, beyin, kan damarlar1 adrenal bez, bobrek, karaciger ve
tireme organlar1 gibi major organlarda bulunmaktadir. Vaskiiler dokular reninden
yoksun olmalarina ragmen Ang II’'nin lokal iiretimi doku ACE tarafindan
diizenlenmektedir [26, 40]. Anjiyotensin II'nin ATI reseptdriine baglanmasiyla
periferik damarlarda vazokonstriksiyon, aldosteron sentez ve salinimi, renal tiibiiler
sodyum geri emilimi, santral sinir sistemi (SSS) aktivitesi ve vasopressin salinimi
uyarilir, negatif geri besleme ile renin salinimi inhibe olur. Ayrica Ang II, giiclii bir
biiylime faktorii ve mitojen olup hiicre ve matriks ¢ogalmasini uyarir. Kan basincinda
yiikselme oldugunda negatif geri besleme yoluyla jukstaglomertiler hiicrelerden renin
salgis1 azalir. Bu nedenle esansiyel hipertansiyonu olanlarda bu inhibisyona bagh
olarak plazma renin diizeyinin diisiik olmas1 beklenir. Ancak hipertansiflerde plazma
renin diizeyleri homojen olmayip kan basinct diizeyi ile orantili degildir. Sadece
%30’unda renin diizeyi diisiik olup %350’sinde normal, %20’sinde ise yliksektir.
Hipertansif hastalarda plazma renin diizeyleri farklilik gdsterir [26, 41-43]. iskemik
nefronlardan salinan renin, plazma diizeyini farkli seviyelerde artirarak normal ya da
yiiksek plazma renin diizeylerine neden olur. Iskemik nefronlardan salinan asir1 renin
dolasima gecerek Ang II olusumuna yol agar. Sonugta, hiperfiltrasyon yapan
nefronlarda asir1 vazokonstriksiyon ve sodyum tutulumu gergekleserek hipertansiyon



gelisir. Plazma renin diizeyinin hipertansiflerde normal olmasinin diger bir nedeni,
bu esansiyel hipertansifler arasinda onemli bir oranda non-modiilatér kisiler
olmasidir [44]. Yani bu kisilerde sodyum kisitlamasina yanit olarak aldosteron
salgilanmasi uyarilmaz. Ayrica rezistans damarlarin Ang II’ye olan duyarliliginda
artis meydana geldigi ve renin ve Ang II'nin diisiik serum diizeylerinde bile kan
basincinin yiikselebilecegi one siiriilmiistiir. Klasik RAAS’den ayr olarak kalpte,
kan damarlarinda, beyinde ve adrenal kortekste lokal Ang II iiretimiyle sonuglanan
doku RAAS’de tamimlanmustir. Ozellikle patolojik olaylarda lokal Ang II iiretimi
ACE aktivitesinden bagimsiz olarak alternatif yollarla olusabilmektedir. Kalpte ve
kan damarlarinda Ang II olusumundan serin proteaz kinaz aktivitesi sorumlu
tutulmaktadir. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi’nin bu dokularda da
aktivitesini siirdiirmesi, kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde bilinenden daha
yaygin bir rol aldigini diistindiirmektedir [45].

2.3.1. Anjiyotensin II Reseptorleri ve Gorevleri

Anjiyotensin II hiicrelerde etkisini membran reseptorleri lizerinden gosterir.
Anjiyotensin II’nin bilinen dort reseptorii vardir. Bu reseptorlerden ATIR ve AT2R
digerlerine gore daha iyi tanimlanmaistir. Anjiyotensin II memeli hiicrelerinde, AT1R
ve AT2R olarak adlandirilan yiiksek afiniteli plazma membran reseptorleri iizerinden
etkisini gosterir [46, 47]. Noroblastoma hiicrelerinde AT3R bulunurken, AT4
endotelyum, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve beyin korteks bolgelerinde bulunur [42].

Anjiyotensin  II’nin  etkilerinin ¢ogu ATl reseptorii araciligiyla
gerceklesmektedir. Yedi transmembran tiniteli G protein bagimli reseptor ailesinden
olan AT1R, Ang II’nin baglanmasiyla vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VDKH) tipik
etkisini heteromerik Gq proteini iizerinden fosfolipaz C’yi aktive ederek gosterir.
Anjiyotensin II’'nin ATIR’a baglanmasiyla olusan sinyal iletim yollari; PLC’nin G
proteinleri aracili aktivasyonu, fosfatidil inositoliin hidrolizi ve inositol trifosfat (IP3)
ve diagilgliseroliin (DAG) olusumuna neden olmasi, hiicreye kalsiyum (Ca™)
girisinin artmasi ve hiicre ici kalsiyumun mobilize olmasi ile sitozolik serbest Ca™
konsantrasyonunun artmasi, protein kinaz C’nin (PKC) aktivasyonu, Na'/H"
pompasinin uyarilmast ile hiicre ici pH nin alkaliye kaymasi, hiicre igi serbest Na' ve
Mg™ konsantrasyonunun degismesi, Src ailesi kinazlarin aktivasyonu ve Ras
tizerinden MAPK ’larin aktivasyonudur (Sekil 2.5) [48, 49]. Anjiyotensin II reseptorii
1 diiz kas hiicrelerinde yiiksek oranda, adventisiyada daha az oranda ve tespit
edilemeyecek kadar az bir oranda da endotelde bulunur [50].
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Sekil 2.5. AnglI’nin AT1 reseptdriine baglanmasi ile gergeklesen sinyal iletim yolaklari [26]

Anjiyotensin II reseptorii 2 ise fetal dokularda biliyiik miktarlarda eksprese
edilirken fetal donem sonrasi biiyiilk oranda azalmaktadir [51]. Anjiyotensin II
reseptorii 2 nin fonksiyonel rolii ve kesin sinyal yolaklari1 belirsiz olmasina ragmen,
kismen sodyum gibi intraselliiler katyonlar tarafindan diizenlendigi bilinmektedir.
Fizyolojik sartlar altinda ATIR iizerinden gerceklesen etkileri antagonize eder. Bu
etkiler, hiicre biliylimesi inhibisyonu, apoptozis ve vazodilatasyonun indiiklenmesidir
[52-54].

2.4. NAD(P)H Oksidaz Sistemi (NOX)

Daha ¢ok NAD(P)H oksidaz olarak bilinen bu enzim kompleksi, vaskiiler ve
renal hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS; Reactive Oxygen Species) {iretiminin
major kaynagi olarak kabul edilmistir. Daha da Onemlisi, bu enzim kompleksi
hipertansiyonu da iceren ¢ok sayida kardiyovaskiiler hastalikta Ang Il-aracili O, ¢
olusumundan sorumludur [55].

Bir multi enzim kompleksi olan NAD(P)H oksidaz ailesi, 7 iiyeden olusur:
NOXI1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 ve DUOX2. Biitin NOX ailesi
tiyeleri 6 transmembran bolimi (2 hem baglama bolgesi) ve nispeten uzun
sitoplazmik C-terminali (FAD ve NADPH baglama bolgesi) igeren aymi ¢ekirdek
yaptya sahiptir. NOX1, NOX2, NOX3 ve NOX4 yukarida tanimlanmis NOX
cekirdek yapisini igerirken; NOXS, DUOX1 ve DUOX2 N-terminal uzantistyla
karakterizedir [56].
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Sekil 2.6. NOX ailesinin iiyeleri [57]

NOXI, kolon epitelyuminde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde baskin bir
sekilde eksprese edilir. Esas olarak iki major gorevi oldugu diisiiniilmektedir.
Bunlardan birincisi ROS bagimli savunma mekanizmasi fonksiyonuyla bakterilerin
Oldiiriilmesi ve digeri redoks duyarlt hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmasinin
aktivasyonunun stimulasyonudur [56, 58].

NOX2, yaklasik 20 yil 6nce insan notrofillerinde belirlenmistir. Bir savunma
enzimi olmasi diginda, kronik granulomutaz hastaliginin tablosuna da eslik eder.

NOX3, i¢ kulagin vestibular ve kohlear endotelinden eksprese edilir.
Otokonianin morfogenezi ile iligkilidir ve boylelikle denge duyusunu kontrol eder.

NOX4, bobrekte tespit edilmistir ve Renox olarak adlandirilmigtir. NOX1,
NOX2 ve NOX3 ile benzer aktiviteye sahiptir.

NOXS5 hakkinda az bilgi vardir. Lenfoid hiicreler, testis ve prostat kanser
hiicrelerinden eksprese edilir.
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DUOX1 ve DUOX2 tiroid hiicrelerinden eksprese edilir ve bu sebepten tiroid
oksidaz olarak da bilinirler. Tiroid hormonlarmmin sentezi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir [56, 58].

NAD(P)H oksidaz, NADPH’1 kullanarak O, TUzerine bir elektron
aktarilmasini saglar ve O, - (sliperoksit anyonu) olusumuna sebep olur. Bu reaksiyon
su sekilde gerceklesmektedir (sekil 2.7).

NADPH +2 O, s NADP" +H" +2 0O,

*Ksantin oksidaz

sLipooksijenaz

*Siklooksijenaz

=Sitokrom p450

*Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon

Sekil 2.7. NAD(P)H oksidaz kompleksi iizerinden siiperoksit anyonu (Oz--) olusmasi [4].

NAD(P)H oksidaz savunma sisteminde fagositlerde bulunur ve yiiksek
miktarda siiperoksit radikali olusturur. Graniil (fagozom) igerisindeki NAD(P)H
oksidaz enzimi solunumsal patlama olaymi gergeklestirmektedir. Solunumsal
patlama sonunda, aralarinda siiperoksit anyonu (O, ), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil radikali (OH:) ve singlet oksijenin ('O,) yer aldig1 reaktif oksijen ara
tirtinleri ile hipokloréz asit (OCIl) gibi giiclii oksidan maddeler yapilmakta ve
mikrobisidal etki gostermektedir (Sekil 2.8) [59].
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Sekil 2.8. NADPH oksidaz enizminin fagositozdaki rolii [59]

NOX enzimi yaygin bir sekilde endotelde, dalakta, bobrekte ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde (VDKH) de bulunmaktadir [60, 61].

NAD(P)H Oksidaz enzim sistemi yapisal olarak alti komponentten
olusmaktadir.

1. p47tHox
2 p67PHOX
3. p4oPHox
4. rac-2

5. 22PHOX
6. gp91PHOX

1 PHOX 2PHOX

NOX, iki membrana bagli element (gp9 ve p2 ), li¢ sitozolik
komponent (p67°7°% pa7™HOX ve pa0™O%) ve disik molekiiler agirlikhi G
proteininden (rac2 ya da racl) olugmaktadir. Hiicreler uygun bir uyaranla
karsilastiginda inaktif NOX aktif duruma gecer. NOX enzim kompleksinin
aktiflesmesi i¢in sitozolik komponentlerin membrana translokasyonu ve bunlarin
sitokrom bssg ile iliskisi gerekmektedir. Sitokrom bssg, gp91PHOX ve p22PHOX’dan
olusan bir komplekstir. Aktivasyon sirasinda p67"7°% ve p47""O* proteinleri
membrana transloke olur ve sitokrom bssg ile etkileserek aktif NAD(P)H oksidazi
olusturur. Sitokrom bssg elektronlart NADPH’dan O,’ye tasir.

Sitokrom bssg: NOX’un bir komponenti olarak tanimlanmis olan Sitokrom
bsss, Ozel absorbans piki nedeniyle bu adi almis, membrana bagh bir
flavohemoproteindir. Istirahat halindeki nétrofillerde % 85°i plazma membran ile
birlesen spesifik graniiller ve intraseliiler sekretuvar vezikiillerin membranlarinda
bulunurlar. Uyarimla beraber bu organeller plazma membrani ile birlesir ve
sitokromu hiicre yiizeyine transfer ederler. Sitokrom bsss, p22°7°% ve gp91°"**dan
olusan bir komplekstir ve sadece denatiirasyon ile birbirinden ayrilir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Sitokrom b558’in yapisi [62].

gp91"19%; Sitokrom bssg’in B altiinitesi olarak da adlandirilan gp91™°%, 570
aminoasitden olusur ve 65,3 kDa agirligindadir. Fakat SDS page’de icerdigi iic
asparajin (Asn'*?, Asn'*, Asn**’) biriminin heterojen glikozilasyonundan dolay: 91
kDa’da bant verir. Sitoplazmik C terminal boliimi FAD ve NADPH baglanma
bolgeleri igerirken, N terminal bolgesi 300 aminoasit iceren 6 adet transmembran o-
heliksinden olusur. gp91°"°* yapisindaki iki ¢ift histidin birimi vasitastyla NADPH
oksidazin 6zdes olmayan hem gruplarinin kompleks olusturmasindan sorumludur.
Bundan dolayr gp917"°* iki basamakta meydana gelen elektron transfer reaksiyonu
i¢in gerekli olan tiim kofaktorleri igerir. Ilk olarak elektronlar NADPH’dan FAD’a,
oradan da hem gruplarina aktarilir. Ardindan ikinci basamakta O,’ye bir elektron
transfer edilmesiyle sliperoksit anyonu olusur.

p22"1°%: Hiicre membraninin iki tarafinda da sarkmis durumda bulunan
transmembranel bir proteindir ve a-altiinite olarak da adlandirilir. 195 aminoasitden
olusur ve 21 kDa agirligindadir. gp9177°* ile kompleks olusturur ve bunun
stabilzasyonuna katkida bulunur. Sitoplazmik C terminal boliimii herhangi bir ikincil
yap1 gostermezken, PxxP denilen prolince zengin bolgeler icerir. N terminali 3 adet
transmembran o-heliksi igerir. Prolince zengin bdlgeler, p47PHOX’un SH3
boliimlerinin hedefi olarak bilinir.

Bu proteinin yapis1 diger sitokromlar ile ¢ok az benzerlik gosterir. Sitokrom
bssg’de bulunan hem’in ya iki adet p22”"°* molekiiliine ya da bir adet p22"™"°* ve bir
adet gp91™"°%°¢ ait bir histidin molekiiliine bagli oldugu diisiiniilmektedir. p22"°%
komponenti eksik bireylerde mutasyonlarin ¢ogu sitokrom kaybina yol acar. Kronik
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graniilomatoz hastaliginda gp91°"°**un stabilitesi, p22"™°*’un varligina baglhdir.
p22"HO% eksikligi olan enzimlerde, gp917"°* un polipeptidi de yoktur.

p40"HOX: p40PHOX 339 aminoasitten olusan bir proteindir. p40™%%, bir PX
bélgesi, bir SH3 bolgesi ve bir PB1 bolgesinden olusur. p40™%, p67"Ho% ve
p47"1%% jle birlikte, ko-immiinopresipitasyon ve ko-piirifikasyonla tespit edilen en
son NADPH oksidaz alt iinitesidir. p40PHOX’un oksidaz regiilasyonundaki tam rolii
hala tartigmalidir ve hem aktivatér hem de inhibitor olarak tanimlanmaktadir (Sekil
2.10).

18 136 173 228 237 329

pa0"™ 1R e ST =

Sekil 2.10. p40™"°% un yapisi [62].

p47"H9X: Bagka proteinlerle etkilesime girebilen iki SH3 birimi iceren, 390
aminoasitlik bazik bir proteindir. p47"°* mRNA’s1 ve protein ekspresyonu fagositik
hiicrelere 6zgiindiir. p47°"°* NAD(P)H oksidazin fonksiyonu i¢in hayati bir dneme
sahiptir. Esas roliinin  p67°"°®un plazma membramina tutunmasi oldugu
diisiiniilmektedir. Uyaranla etkilesimin ardindan hiicre iskeletiyle interaksiyona girer
ve sonra sitokrom bssg ile birlesecegi plazma membranina dogru hareket eder. Bu
etkilesimlerin temelinde p47°7°**a ait SH3 birimi yer alir. Aktivasyon sonucu bu
birim p22PHOX ile etkilesim i¢in hazir hale gelmis olur. Baz1 calismalar, protein kinaz
C’nin p47"19%>y fosforilledigini ve protein kinaz C inhibisyonunun hem p47"7°* un
hiicre iskeletiyle iligskisini hemde siiperoksit iiretimini engelledigini gdstermistir.
p47"7%%un bircok fosforilasyon bélgesi vardir ve oksidaz aktivitesi i¢in gereklidir
(Sekil 2.11).

4 121 159 214 229 284 292 340 363-368

h
L " "3, el SH3 po bosichemee 52

p47

Sekil 2.11. p47°"°% un yapisi [62].

p67°1°%: Protein kinaz C tarafindan fosforile edilir ve fosforilasyon sonrasi
p47"™M°% ile kompleks olusturur. Yapilan bir ¢alismaya goére p67  °~’un NOX
fonksiyonu icin gerekli olan bir aktivasyon birimi bulunmaktadir. p67"°% sitokrom
bsss icinde NADPH’dan molekiiler oksijene elektron transferini gerceklestirir (Sekil
2.12).
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Sekil 2.12. p67™"°* un yapis1 [62].

rac-2: NOX’un aktivasyonunda kritik bir rol oynadig ilk kez 1980’lerin
sonunda anlasilmistir. Guanin niikletidlerinin oksidaz aktivitesini stimiile ettigi
gosterildiginde, GTPaz’in NADPH oksidaz aktivasyonunda rol oynadig diisiintildii.
Akabinde GTPaz Rac-1 veya Rac-2 olark tanimlandi. Ve bunun varliginda oksidazin
tam olarak fonksiyon gosterdigi belirlendi. Rac, GTPaz’larin Rho-ailesi’ne dahildir.
Cesitli sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde ve molekiiler degisikliklerde rol alir. Rac
aktivitesi Guanin niikleotidlerinin tipine bagli olarak degisir. GTP baglanirsa
aktiflesir, GDP baglanirsa inaktiflesir. Aktif-inaktif formlar arsindaki doniigiim
GEF’ler (Guanin Nucleotide Exchange Factors) tarafindan diizenlenir. GEF,
GDP’nin serbest birakilip GTP’nin baglanmasini gerceklestirir. Koga ve arkadaglari
tarafindan yapilan calisma rac-2’nin p67° "% un N-terminali ile iligkili oldugunu
gostermistir. Bu iliski oksidaz aktivitesi i¢in gereklidir. Diger taraftan Philips ve
arkadaslarinin ¢alismasi rac-2 translokasyonunun oksidaz aktivitesi ile iliskili
olmadigini gostermistir. Son dénemde yapilan bir ¢alismada da rac-2’de ger¢eklesen
bir inhibitér mutasyonunun insanlarda notrofil bozuklugu sendromuna yol actigi
gosterilmistir [62].

Hipertansiyonun patogenezinde oOzellikle NAD(P)H oksidaz aracilifiyla
olusan ROS iiretiminin rolii oldugunu destekleyen bir¢ok kanit bulunmaktadir. Ang
II inflizyonu araciligiyla olusturulmus hipertansiyonlu rat modellerinde, NAD(P)H
oksidaz altiinitelerinin hem ekspresyonu hem de aktivitesi yiikselmistir. NAD(P)H
oksidaz inhibitoriiniin katilimiyla vaskiiler O,. iiretimi azalmis ve Ang II ile
indiiklenen kan basinci artis1 azalmustir. Sitozolik p47"7°* altiinitelerinden yoksun
farelerde Ang II’ye hipertansif cevap belirgin bir sekilde korelmistir ve bu
hayvanlarda Ang II infiize edilmis yabani tip farelerde gozlenen endotelial
disfonksiyon ve O, . iiretimindeki benzer artis goriilmemektedir. Son zamanlarda
tamamlanmis iki ¢alismada NAD(P)H oksidazin NOXI1 igeren izoformu, Ang II’ye
hipertansif yanitin olusmasima aracilik eder. NOX1 defektli farelerde vaskiiler O, -
olusumu ve Ang II’ye cevap azalmis iken, NOX1 overeksprese transgenik farelerin
diiz kasinda Ang II’ye yanit olarak O, - seviyeleri ve kan basinci artmustir. ilging bir
sekilde, her iki calisma da Ang II aracili kan basinci artisinda NOX1’in roliinii
desteklerken, bulgularma iliskin Ang II’ye olan vaskiiler hipertrofik yanit farklidir.
NOXI1 overeksprese farelerde aortada Ang II’ye olan hipertrofik yanit artmisken,
Ang II indiiklii aortik hipertrofi yabani-tip ve NOX1 defektli hayvanlarin her ikisinde
de belirgindir. Farelerde in-vivo Ang II iliskili vaskiiler hipertrofide gerekli H,O,
tiretilirken, katalazin diiz kas spesifik overekspresyonu ile olusan hipertrofik ve
hipertansif yanit arasinda ¢ok az fark oldugu goriilmiistiir. Olusan H,O; kan basinci
tizerine dnemli bir etki yapmamistir. Boylece ROS’un son organ hasartyla ilgili bazi
yollar1 igerebilecegi, kan basinct iizerine direkt etkisinin bagimsiz oldugu
gorilmiistiir.
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Hipertansiyonda ROS olusumu ¢alismalarinin ¢ogunda eksojen Ang II’'nin
farmakolojik dozlar1 kullanilmasina ragmen, baz1 ¢alismalar hipertansiyon siiresince
ROS olusumundaki artista endojen renin-anjiyotensin sisteminin de rolii oldugunu
icermektedir. Renovaskiiler hipertansiyon modelinde (bu model renin-anjiyotensin
sistemin aktivasyonundaki artisla baglantihdir) gp917°% iceren NAD(P)H oksidaz
tarafindan O, - iiretimindeki artis endoteliyal disfonksiyonla iliskilidir ve kismen kan
basincindaki artiga katkida bulunur (Sekil 2.13).

e 4
S J SoD L=
0,— "0, —»/HZOZ - H,0+0,

Protein sentezi
MCP-1 Gen
Ekspresyonu
Biiyime Faktori Ekspresyonu Hiicre Biiy@imesi Kolajen BE a i

Vaskiiler Yeniden
Yapilanma

Sekil 2.13: NAD(P)H Oksidaz iizerinden olusan ROS niikleus iizerine etki ederek ¢esitli proteinlerin
sentezini stimiile eder [26].

Benzer sekilde, Dahl ratlarda (hipertansiyona duyarli rat) tuza duyarh
hipertansiyon gelisimi lokal renin-anjiyotensin sisteminin aktivasyonuyla birlikte
gorilebilir. Bu hayvanlarin anjiyotensin reseptor blokérii ile tedavisiyle tuz uyarimhi
aortik O, - artis1 azalmustir. Tuza duyarli hipertansiyonun gp917°% iceren NAD(P)H
oksidaz inhibitorii ile tedavisinde de aortik O,. iiretimindeki artisin  ve pro-
inflamatuar molekiillerin ekspresyonunun engellendigi goriilmiistiir. Bununla beraber
ne anjiyotensin reseptdr blokdrii candesartan ne de gp91™"°% inhibitorii sistolik kan
basincini diigiirmemistir [9].

Spontan hipertansif (SHR) ratlarda aorta ve serebral arterlerde O, - iiretimi,
normotansif Wistar-Kyoto (WKY) kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir.
Endotelin - 1 gibi diger baz1 uyaranlarda NAD(P)H oksidaz iizerinden O, - iiretimini
arttiric etki gostermektedir [9].

2.5. Src ve NAD(P)H Oksidaz iliskisi

Son zamanlarda yapilan calismalar, Ang II uyarimi sonrasinda, NAD(P)H
oksidaz ve Src arasindaki iligskide bir ¢eliski oldugunu gostermektedir. Seshiah PN et
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al. [15] 2002 yilinda yapmis oldugu ¢alisma, vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirliinde Ang
II uyarimindan sonra NOX aktivasyonunu takiben Src aktivasyonunun oldugunu
gosterirken, Cifuentes ME et al. [63] 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile Laplante MA
ve Champlain J [64] 2006 yi1linda VDKH’lerinde yapmis oldugu ¢alismalar, NOX un
aktivasyonu i¢in once Src’nin aktive oldugunu gostermektedir. Arastirma gruplari,
hipertansiyon tedavisinin gelistirilmesi i¢in bu metabolik yolun daha iyi anlasilmas1
gerektigini ileri siirmiiglerdir.

19



MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Modeli ve Kontrol Grubu

Deneyde kullanilan 250-350 g agirligindaki 20 adet 12-14 haftalik erkek
spontan hipertansif ratlar ve 20 adet wistar-kyoto ratlara ait aortalar, Fizyoloji AD.
ogretim iiyelerinden Dog. Dr. Filiz GUNDUZ’iin 2006.01.0103.011 no’lu projesi
icin alman ratlardan temin edildi. Etik kurul onayi; Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Bakim-Kullanom ve Hayvan Deneyleri Etik Kurul onayi
13.05.2008 tarih ve 6 nolu karar sayisi ile alinmustir.

Grup 1: Spontan Hipertansif Ratlar (SHR)
Grup 2: Wistar-Kyoto Ratlar (WKY)

Her iki gruptan izole edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinden yapilan primer
hiicre kiiltliriinde;
e Ang Il uyarimi sonucunda, spektrofotometrik yontem ile siiperoksit anyonu
olusumu ve Western Blot yontemi ile Src aktivasyonu,

Ang II + Losartan (ATl reseptdr inhibitérii) uyarimi sonucunda,
spektrofotometrik yontem ile siiperoksit anyonu olusumu ve Western Blot
yontemi ile Src aktivasyonu,

Ang II + GF109203X (PKC inhibitérii) uyarimi  sonucunda,
spektrofotometrik yontem ile siiperoksit anyonu olusumu ve Western Blot
yontemi ile Src aktivasyonu,

Ang 11 + DPI (NAD(P)H oksidaz inhibitorii) uyarimi sonucunda,
spektrofotometrik yontem ile siiperoksit anyonu olusumu ve Western Blot
yontemi ile Src aktivasyonu,

Ang II + PPl (Src ailesi tirozin kinaz inhibitorii) uyarimi sonucunda,
spektrofotometrik yontem ile siiperoksit anyonu olusumu ve Western Blot
yontemi ile Src aktivasyonu ol¢iildii.

3.2. Kan Basime1 Ol¢iimii [65]

Deney hayvanlarinin kan basinglar1 invazif olmayan “tail-cuff* yontemiyle
kuyruk arterlerinden ol¢iildii. Kuyruga takilan halka seklindeki basing probuyla
alinan sinyaller MP 150 veri toplama sistemi (BIOPAC Systems, CA-USA) ve
MAY-BPHR 9610-PC (Commat Ltd, Ankara) iinitesi araciligiyla bilgisayara
aktarildi ve Ol¢iimler Acknowledge paket programiyla cizdirilen basing traseleri
iizerinden yapild. Istatitistiksel analizleri Student T Test kullanilarak yapilmistir.
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3.3. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Izolasyonu [66, 67]

3.3.1. Kullanmilan Soliisyonlar

a) Transfer Medyumu

Soliisyon 0.2 mM olacak sekilde 2.94 mg CaCl, tartilip 10 mL HBSS i¢inde
coziildii. Cozelti steril 0.22 um’lik filtrelerden gecirildi ve 90 mL steril HBSS
eklenip final hacim 100 mL’ye tamamlandi. Total hacimde % 2 oraninda 2 mL
penisilin-streptomisin (PS) antibiyotigi eklendi ve + 4 °C’de saklandu.

b) Enzimatik Ayristirma Soliisyonu (EAS)

Final hacim 4 mL olacak sekilde steril HBSS soliisyonu icerisinde (Ca'-
Mg " icermeyen) 0.2 mM Ca'? (CaCl,), 15 mM Hepes ( pH: 7.2-7.3 ), 0.0625 mg/mL
elastaz, 0.25 mg/mL soya tripsin inhibitér (STI), 0.5 mg/mL kolajenaz, 2.0 mg/mL
bovine serum albumin (BSA) ¢o6ziildii. Bunun i¢in asagidaki stok soliisyonlar
hazirlandi:

a. Kalsiyum Kloriir (CaCl,)

Soliisyon 0.2 mM olacak sekilde, 10 mL HBSS soliisyonu igerisinde 2.352
mg CaCl, ¢oziildi. Cozelti 0.22 um’lik steril filtreden gecirildi ve steril olarak +4
%C’de saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 0.5 mL
alinip enzimatik ayristirma soliisyonuna eklendi.

b. Hepes
Soliisyon 15 mM olacak sekilde, 10 mL HBSS igerisinde 143.1 mg hepes
coziildi. Cozelti 0.22 um’lik steril filtreden gecirildi ve steril olarak +4 °C’de
saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 1 mL alnip
enzimatik ayristirma soliisyonuna eklendi.

c¢. Elastaz
Steril toz seklinde bulunan 5 mg tip E pankreatik elastaz (90 U), 5 mL
HBSS’de ¢oziildii. Stok soliisyon, 10 adet 0.5 mL’lik steril plastik tiiplere boliindii ve
-20 °C’de sakland1. Her plastik tiip 2 kullanimlik olacak sekilde ayarlandi. Her tiipde
0.0625 mg/mL elastaz olacak sekilde 250 ul stok soliisyon enzimatik ayrigtirma
soliisyonu ile 4 mL’ye tamamlandi.

d. Soya Tripsin Inhibitor (STI)
Soliisyon 0.25 mg/mL olacak sekilde, 5 mL HBSS soliisyonu igerisinde 5 mg
STI Tip I-S tartilip ¢oziildii. Cozelti 0.22 um’lik steril filtreden gegirilir ve +4 °C’de
saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 1 mL almnip
enzimatik ayristirma soliisyonuna eklendi.

e. Kolajenaz Tip I-A
Steril toz seklinde bulunan 100 mg kolajenaz (125 U), 12.5 mL HBSS’de
¢oziildii. Stok soliisyon 25 adet 0.5 mL’lik steril plastik tiiplere bolindii ve -20 °C’de
saklandi. Her tiip 2 kullanimlik olarak ayarlandi. Her tiipde 0.5 mg/mL kolajenaz
olacak sekilde 250 ul stok soliisyon, enzimatik ayristirma sollisyonu ile 4 mL’ye
tamamlandi.
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f. Bovine Albumin
Soliisyon 2 mg/mL olacak sekilde, 5 mL HBSS soliisyonu icerisinde 80 mg
albumin tartilip ¢oziildi. Cozelti 0.22 um’lik steril filtreden gegirildi ve +4 °C’de
saklandi. Final hacim 4 mL olacak sekilde her kullanimda bu stoktan 0.5 mL alinip
enzimatik ayristirma soliisyonuna eklendi.

3.3.2. Hiicrelerin izolasyonu

Ratlar, steril kosullar altinda eter anestezisi uygulanarak torasik aorta ve
abdominal aortanin iist kismi dissekte edildi. Aorta buz i¢indeki steril bir petri kabi
icine alindi. Petriye transfer medyumu konuldu. Enjektore cekilen 5 mL transfer
medyumu ile aortanin i¢ ¢eperi yikandi. Bu sayede kan ortamdan uzaklastirildi. Bu
asamadan sonraki tiim iglemler UV ile steril edilmis ayr1 bir odada, buz i¢inde ve
disseksiyon mikroskobu altinda, steril mikro-cerrahi set yardimiyla yapildi. Aorta
segmenti transfer medyumu iceren temiz bir parafinli petri kabina alindi. Aorta
boyuna olacak sekilde toplu igneler yardimiyla parafin bloga tutturuldu. Disseksiyon
mikroskobu altinda steril mikro doku makasi ve ince uglu pens yardimiyla aortanin
dis kismindaki yaglar ve vendz yapilar temizlendi. Aorta boyuna kesildi ve
dikdortgen seklinde agilarak hafif gerilmis vaziyette uclarindan toplu igneler ile
parafin bloga tutturuldu. Aortanin dis kismindaki kilcal damarlar kesilerek alindi.
Kalan yag pargalari tamamen temizlendikten sonra steril bir bistiiri yardimiyla
aortanin dis1 kazindi. Yaklasik olarak aortanin distaki 1/3’lik kismi bu sekilde
temizlendi. Bu sayede, dis damar duvarindaki adventisya dokusu ortamdan
uzaklagtirildi. Disseksiyon mikroskobu altinda adventisya dokusu ortamdan
uzaklagtirdiktan sonra, petri kab1 igerisindeki aortun i¢ kismi pamuklu bir ¢ubuk ile
hafifce siyrildi. Bu islem birka¢ kez tekrarlandi. Bu sayede aortun liimenine bakan
tek katli epitel dokusu ortamdan uzaklastirildi. Adventisya ve endotel ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra aorta transfer medyumu ile yikandi ve iginde steril transfer
medyumu bulunan 1.5 mL’lik plastik tiipe alindi. Plastik tiip buz i¢inde hiicre
kiiltliriiniin yapilacagi ortama tasindi.

3.4. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii

Primer aortik vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirii Gunther et al.‘in yontemi
modifiye edilerek yapilmistir [66, 67].

3.4.1. Kullanmilan Soliisyonlar

a) Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Dengeli Tuz Soliisyonu)
Kalsiyum ve magnezyum i¢ermeyen HBSS soliisyonu 0.4 g/ potasyum
klorid, 0.06 g/L potasyum fosfat, 8.0 g/L sodyum klorid, 0.04788 g/L sodyum fosfat,
1.0 g/L D-glukoz icermektedir.

b) 1X Tripsin-EDTA
Soliisyon % 0.05 (w/v) Tripsin ve 0.02% (w/v) EDTA icermektedir.

¢) Penisilin-Streptomisin Soliisyonu
Soliisyon, 10.000 U penisilin ve 10 mg streptomisin igermektedir.

d) Medyum (Besi Yeri) Hazirlanmasi
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Besi yeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kullanildi.
Soliisyon 425 mL medyum {izerine 50 mL fetal bovine serum (FBS) (%10 v/v), 5 mL
(%1 v/v) penisilin-streptomisin, L-glutamin 0.584 g/L olacak sekilde, 20 mL saf
DMEM’de ¢oziilerek hazirlandi. Soliisyon steril filtrelerden gecirilir ve her siseye 10
mL konuldu. Konsantrasyonu 25 mM olacak sekilde 5.9625 g Hepes tartild1 ve 20
mL saf DMEM i¢inde ¢oziiliip steril filtrelerden gecirildi. Her siseye 20 mL konuldu.
Sonugta toplam 500 mL’lik besi yerleri hazirlandi.

3.4.2. Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii

Plastik tiip i¢indeki temiz aorta ve transfer medyumu steril kiiltiir kabini
igerisinde 15 mL’lik doku petrilerine transfer edildi. Transfer medyumu otomatik
pipet ile cekilerek ortamdan uzaklagtirildi. Aorta iki adet steril bistiiri yardimiyla
toplu igne basi biiyiikliigiinde kiiclik parcalara ayrildi. Bu sayede enzimle reaksiyona
girecek olan dokunun yiizey alani arttirilmis oldu. Daha 6nceden hazirlanmis ve 37
OC sicakliga getirilmis 4 mL EAS petriye eklendi. Petrinin etrafi parafilm ile sarild:
ve 37 °C’lik etiivde, 45 dakika hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Bu siire igerisinde
diiz kas dokusu enzimler yardimiyla diiz kas hiicrelerine ayristirilmaya caligildi. 45
dakika sonunda petri etiivden ¢ikarildi ve steril kiiltir kabini igerisine alindiktan
sonra 10 mL’lik plastik enjektore ¢ekilen doku siispansiyonu 5-6 kez 14 um’lik ¢elik
uclu kantilden gecirildi. 14 pm’lik metal kaniil diiz kas hiicrelerinin mekanik etkiyle
birbirinden ayrilmasini kolaylagtirmak i¢in kullanildi. Petri kabina EAS’nin 2 kat1 (8
mL) medyum eklendi. Bu sayede enzim konsantrasyonu diliie edilmis oldu. Toplam
hacmi 12 mL olan hiicre siispansiyonu 15 mL’lik steril plastik tiiplere alind1 ve
200g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra steril ortamda siipernatan kismi
tamamen cekilerek atildi. Dipteki pellet 10 mL medyum ile tekrar resiispanse edildi.
200g’de 5 dakika santrifiij edildi ve iistteki siipernatan atildi. Bunun amaci ortamda
diliie halde kalan ve dokuyu yikan enzimleri (elastaz, kolajenaz) tamamen ortamdan
uzaklagtirmaktir. Hiicre pelletleri 1s1 ile inaktive edilmis 3 mL DMEM ile resiispanse
edildi. Bu hiicre siispansiyonu 12.5 cm*’lik doku kiiltiir flaskina transfer edildi. Bu
flask 37 °C’de nemlendirilmis % 5 CO, - % 95 atmosferik hava iceren inkiibatorde
inkiibe edildi. Hiicrelerin tutunmalarini kolaylastirmak icin ilk 24 saat hiicrelere
dokunulmadi. Primer kiiltiir 2. giinden itibaren rutin olarak her giin invert kontrast
mikroskopi ile incelendi. Bu zaman igerisinde hiicrelerde herhangi bir enfeksiyonun
olup olmadig kontrol edildi. ilk hiicreler tutunmus olarak flaskta goriindiigii giin
veya en ge¢ 4-5. gilinlin sonunda ortamdaki doku yikintilar1 ve hiicre atiklarini
ortamdan uzaklastirmak i¢in bir defaya mahsus olmak {izere hiicreler 3 mL medyum
ile bir kez yikandi. Daha sonra hiicreleri taze medyum ile beslemek amaciyla 5 mL
37 °C sicaklikta medyum eklendi. Medyumlar 24-72 saat araliklar ile rutin olarak
degistirildi.

3.4.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon)

Pasajlanacak olan hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabinin medyumu ¢ekildi.
Hiicreler 37 °C’ye getirilmis 5 mL HBSS ile 1 kez yikandi. HBSS aspire edildi. 5 mL
1X tripsin-EDTA flaska konuldu ve 37 °C’lik etiivde 5 dakika inkiibe edildi. Uzerine
5 mL medyum eklendi ve hafifce g¢alkalandi. Steril pipet yardimiyla 10 mL’lik
soliisyon 15 mL’lik plastik santrifiij tlipiine alindi. 1450 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatan kismi atildi ve dipteki pelet 1 mL medyum ile siispanse edildi.
Boliinecek flask sayisina gore her bir flaskta 5 mL medyum olacak sekilde medyum
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eklendi ve flasklara boliindii. Boliinen flasklarin 24 saat sonra medyumlari
degistirildi.

3.4.4. Hiicre Saymm ve Hiicre Canlihg: Testi

Hiicre kab1 igerisindeki hiicreler tripsinize edildi ve santrifiij sonras1 dipte
olusan pellet 1 mL medyum ile siispanse edildi. 100 pL hiicre siispansiyonu, 100 pl
% 0.5’lik tripan blue ile silispanse edildi. Hiicreler thoma lamina alindi ve
mikroskopta 20x’lik biiylitmeyle incelendi. Membrani mavi boyanan hiicreler 6li,
boyanmayan hiicreler canli olarak kabul edildi.

Hiicre sayimmi i¢in thoma lami iizerindeki 5 farkli alan sayilip toplandi.
Toplam say1 5’e boliindii ve ¢ikan deger 10° ile carpilip 1 mL’deki hiicre sayisi
hesaplandi.

3.4.5. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinositokimyasal Karakterizasyonu
3.4.5.1. Hiicrelerin immiinositokimyaPreparatlar1 Haline Getirilmesi

Deneyde kullanilan lamlar % 70’lik alkolden geg¢irildi. Distile su ile yikanda,
kurutuldu ve otoklavlandi. Steril lamlar iizerine steril ortamda 2 alan isaretlenir. 25
cm®lik hiicre flask: tripsinize edildi ve santrifiij sonrasi dipte kalan pellete 2 mL
medyum eklenildi ve resiispanse edildi. Isaretli alanlara bu siispansiyondan 100 pl
ekildi. Lamlar biiyiik steril petrilere konuldu ve agz1 kapali olacak sekilde etiivde
inkiibe edildi.

Preparatlarin bir glin sonra medyumu degistirildi ve hiicre yogunluklari
kontrol edildi. Hiicreler tamamen cama tutunduktan ve yiizeyi kapladiktan sonra
hiicre medyumu ¢ekildi ve Ca™>-Mg™ icermeyen HBSS ile yikandi. Steril PBS ile
tekrar yikanan lamlar oda 1sisinda kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar -20 °C’ye
kaldirildi. Preparat {izerinde tutunan hiicre olup olmadigin1 anlamak igin
hemotoksilen eozin boyasiyla preparatlarin bir kismi1 boyand: ve hiicre dagilimlarina
bakildi.

Immiinohistokimyasal analizler igin preparatlar 4 gruba ayrildu.

e Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gostermek i¢in o- aktin primer antikorun
1/800 ve 1/1600 diliisyonu ¢aligildi.

e Endotel hiicrelerini gostermek i¢in Von Willebrand faktér primer
antikorunun 1/500 ve 1/1000 diltisyonu ¢alisildi.

) 1zotip kontrol i¢in sekonder antikor olan fare kaynakli IgG,, nin 1/800 ve
1/1600 diliisyonlar1 ¢aligildi.

e Normal boyama kontrolii i¢in PBS ile kontrol grubu calisildi.

3.4.5.2. Kullanilan Soliisyonlar

Immiinositokimya i¢in hazir kit, diiz kas boyamalar1 igin fare kdkenli o-diiz
kas spesifik aktin antikoru, endotel boyamalar1 i¢in fare kokenli Von Willebrand
faktor antikoru, antikor diliisyonlar1 i¢in antibody diliient, sekonder antikor olarak da
fare kokenli horse radish peroksidaz enzimiyle isaretli IgG,, antikoru kullanildi.
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a) TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer salin, 10X konsantre)

TBS soliisyonu hazirlamak i¢in 60.55 g Tris, 87.66 g NaCl 800 mL distile
suda ¢6ziildii. Soliisyonun pH’s1 HCl ile 7.4°e ayarlanir. Final hacim 1000 mL olarak
distile su ile tamamlandi.

b) TBS (1X)
TBS stok soliisyondan (10X) 100 mL alinip 1L’ye tamamlandi.

Immiinohistokimyasal analiz icin asagidaki protokol takip edildi:

1) Hazirlanan preparatlar aseton tanklaria konuldu ve 5 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi.

2) Aseton tanklarindan ¢ikarilip 20 dakika oda 1sisinda kurutuldu.

3) TBS ile oda 1s1sinda 3 kez 5 dakika yikandu.

4) 5 dakika bloklama soliisyonuyla bloklandi.

5) Primer antikor damlatilip 45 dakika beklendi.

6) 3 kez TBS ile 5 dakika yikandi.

7) Sekonder antikor eklenip 30 dakika beklendi.

8) 3 kez TBS ile 5 dakika yikandi.

9) Sekonder antikora baglanmasi i¢in enzim (biyotin- HRP kompleksi) verildi
ve 30 dakika inkiibe edildi.

10) Enzime Amino Etil Karbizol (AEC) substrat1 verilip 3-5 dakika inkiibe
edildi.

11) Preparatlar TBS ile yikandi, kurutuldu ve kayser jelatin ile kapatilip
karanlikta buz dolabinda sakland.

12) Preparatlar mikroskop altinda incelenip fotograflandi.

3.4.6. VDKH Kiiltiirlerinin Western Blot Analizi icin Lizatlarinin Hazirlanmasi
3.4.6.1. Kullamilan Soliisyonlar

a) Lizis Tamponu

Lizis tamponu 25 mM Tris HCI, pH 7.4, %1 Triton X-100, %10 Gliserol, 10
mM sodyum pirofosfat, 50 mM NaF, 1 mM Na3;VOy, | mM Fenilmetilsiilfonil florid,
10 pg/mL Leupeptin igermektedir.

b) PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre)

10X konsantre PBS i¢in 2 g KCI, 80 g NaCl, 14,4 g Na,HPO,, 2 g KH,PO4
tartilip 1 L distile suya tamamlandi. pH’s1 7,4’e ayarlandi. Kullanim esnasinda 1:10
oraninda sulandirildi.

3.4.6.2. Kullanilan Aktivatorler
Anjiyotensin II

Toz halindeki 1 mg Ang II 9,5 mL distile suda ¢6ziildii (1 x 10™* M) ve 100
uL’lik aliquatlara boliiniip -20 °C’de saklandi. Kullanim esnasinda 2 mL serum
icermeyen medyuma 100 nM konsantrasyon i¢in 20 pL eklendi.
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3.4.6.3. Kullanilan inhibitorler
Losartan

Toz halindeki ATI1 reseptor blokorii losartan 4,6201 mg tartilip 10 mL PBS
icinde ¢oziildii (1 x 10~ M) ve 500 pl’lik aliquatlara boliniip -20 °C’de sakland.
inhibisyon ortaminda 1 x 10™ M olacak sekilde diliie edilerek kullanilds.

GF109203X

Toz halindeki 250 pg PKC inhibitorii GF109203X, 5 mL DMSO’da ¢oziildi
(120 pM) ve 100 pl’lik aliquatlara béliiniip -20 °C’de saklandi. Inhibisyon ortamida
2 uM olacak sekilde diliie edilerek kullanildi.

PP1 Analog

Toz halindeki 1 mg Src ailesi tirozin kinazlar1 inhibitorii PP1 analog
konsantrasyonu 6300 puM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziildi. 30 upl’lik
aliquatlara boliniip -20 °C’de saklandi. Inhibisyon ortaminda 10 uM olacak sekilde
diliie edilerek kullanildu.

DPI

Toz halindeki 10 mg NAD(P)H oksidaz inhibitérii olan DPI, ImM olacak
sekilde 31.7 ml DMSO i¢inde ¢oziildii ve 50 ul’lik aliquatlara boliiniip -20 °C’de
sakland1. Inhibisyon ortaminda 10 uM olacak sekilde diliie edilerek kullanild.

3.4.6.4. Lizat Hazirlama Prosediirii

Diiz kas hiicreleri 6-kuyucuklu petrilere pasajlandi ve % 80 yogunluga
gelinceye kadar rutin olarak beslendi.

Yogunlugu % 80’e¢ gelen hiicreler serum igermeyen DMEM ile bir kez
yikandi.

Serum icermeyen 2 mL DMEM (pH 7,4) hiicrelere eklendi ve 24 saat inkiibe
edildi.

6 kuyucuklu petriler deneye uygun inhibitér ve aktivatorler ile belirli zaman
periyotlarinda inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyonu bitirmek igin buz iizerinde medyum hizli bir sekilde aspire
edildi.
Hiicreler | mL 1X PBS ile 2 kez yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirildi.

Hiicrelerin iizerine 200 pL soguk liziz tamponu eklendi.

Hiicreler kuyucuklardan 6zel hiicre kaziyicis1 yardimiyla kazindi ve plastik
tiiplere toplandi.

Tiip icerisindeki hiicreler ultrasonik homojenizator ile 9000 rpm’de 10 saniye
sonike edildi.
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Hiicreler sonikasyon isleminden sonra santrifiijde +4 °C’de 12500 rpm’de 25
dakika santrifiij edildi.

Tiip icerisindeki temiz siipernatan kismi western analizi i¢in kullanildi.

3.4.7. Protein Miktarinin Tayini
3.4.7.1. Mikro BCA (Bisinkoninikasit) Deney Kitinin Prensibi

Proteinlerin peptid baglart OH iyonu varliginda Cu'" iyonlariyla reaksiyona
girip Cu'-kompleksi olusturur. Cu' -kompleksi bisinkoninikasit ile reaksiyona
girerek pembe renkli BCA - Cu' kompleksi’ni olusturur. Olusan pembe renk 562 nm
dalga boyunda spektrofotometre’de okundu.

OH-
Protein (peptid baglarn) + Cu*+ > tetradentat+ Cu™- kompleksi

Cutt-kompleksi + bisinkoninikasit (BCA) —> BCA-Cu*kompleksi
(Pembe renkli)

3.4.7.2. Numunelerin Protein Miktar Tayini

Hiicre kiiltiirlerinden hazirlanan lizatlar protein tayini i¢in kullanildi.
Hazirlanan her bir lizattan 20 pl alinip 80 pl distile su ile tamamlanip numune 1/5
oraninda diliie edildi. 100 pl numune tizerine 100 pl WR (working reagent: ¢alisma
reaktifi) pipetlenir ve 37 °C’de 96-kuyucuklu petrilerde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucunda numuneler ¢ift kontrollii olarak spektrofotometrede 562
nm’de koriine karsi okundu. Elde edilen absorbans degerleri, Sekil 3.1°de gdsterilen
protein standart grafigi kullanilarak, orneklerin protein miktarlar1 pg/ml cinsinden
tayin edildi.

Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.1.Protein standart grafigi

27



3.4.8. Src Fosforilasyonunun SDS-PAGE ve Western Immiinoblot Analizi

Rat aortik diiz kas hiicre kiiltiirlerinde Ang II uyarimi sonrasinda Src
fosforilasyonu ve bu fosforilasyonda NAD(P)H oksidaz kompleksinin ve PKC’ nin
rolii western blot teknigi uygulanarak belirlendi.

3.4.8.1. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi
a) Ayrisma jeli tamponu ( Resolving Buffer ) (1,5 M Tris pH 8,8)

9.085 g Tris tartilir ve 20 mL distile su i¢inde ¢oziildi. pH, 1.5 M HCI ile
8.8’¢ ayarlandi ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi. 0.2 g SDS tartilip soliisyona
eklenip ¢oziildii. Soliisyon +4 °C’de sakland.

b) Yiikleme jeli tamponu ( Stacking Buffer ) (0.5 M Tris, pH 6.8)

6.05 g Tris tartild1 ve 40 mL distile su i¢inde ¢oziildii. Cozeltinin pH’s1, 1N
HCI ile 8.8’¢ ayarlandi. 0.4 g SDS tartildi ve Tris ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii.
Tampon +4 °C’de saklandiginda 1 ay dayaniklidir.

¢) Akrilamid — Bisakrilamid Soliisyonu
30 g Akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartildiktan sonra 100 mL distile su
i¢erisinde ¢oziildii.

d) Amonyum persiilfat (%10; APS)
50 mg Amonyum persiilfat tartildi ve 0.5 mL distile su i¢inde ¢oziildii.

e) TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin)
Amonyum persiilfattan serbest radikaller olusmasini saglayarak akrilamid ve
bis akrilamidin polimerizasyonunu katalizleyen hazir soliisyon kullanildu.

Jelin Hazirlanmasi ve Gerekli Kimyasallarin Miktar
Bu calismada, ayrisma ve yiikleme kisimlarindan olusan iki farkli akrilamid
jel kullanild.

a) Ayrisma Jeli (%10’luk)
Ayrisma jeli %10’luk olarak asagidaki tablo da verilen miktarlarin
karistirilmasi ile elde edildi.

Tablo 3.1. Ayrisma jeli tamponu ve miktarlar1

% 10’luk Ayrisma jeli
Distile Su 3.125 mL
Resolving buffer (pH: 8.8) 1.875 mL
Akrilamid 2.5 mL
% 10 APS 0.025 mL
TEMED 0.005 mL

28



b) Yiikleme Jeli (%5)
Yiikleme jeli asagidaki tablo da verilen miktarlarin karistirilmasi ile elde
edildi.

Tablo 3.2. Yiikleme jeli tamponu ve miktarlari

% 5’lik Yiikleme jeli
Distile Su 1.525 mL
Stacking buffer (pH: 6.8) 0.625 mL
Akrilamid 0.325 mL
% 10 APS 0.0125 mL
TEMED 0.0025 mL

Jelin Dékiilmesi Islemi

e Jelin dokiilecegi camlar, tizerlerinde olabilecek partikiillerin jeli bozmamasi ve
proteinlerin diizgiin bir sekilde yiiriimesini saglamak i¢in distile su ile yikandi,
%70’lik alkolden gegcirildi ve kurutuldu.

e Camlar hazir hale geldikten sonra 6n ve arka cam birlestirildi ve kiskaglar yardimi
ile sikistirildu.

o Kiskaclara yerlestirilmis camlar jelin sizintisin1 engellemek i¢in camlarin alt kismi
bantlarin lizerine gelecek sekilde dikey olarak yerlestirildi ve iisteki mandala
tutturularak iyice sikistirildi.

e Ayrisma jelinin ilk 3 soliisyonu karistirildi ve 5 dakika beklendi. 5 dakika
bitiminde APS ve TEMED eklendikten hemen sonra jel karistirtlip camlar
arasina ustten 1-1.5 cm kalacak sekilde dokiildi. TEMED polimerizasyon
baslangicinda 6nemli bir rol oynadigindan jel karisimina en son eklendi.

e Jelin hava ile temasin1 kesmek ve diizgiin bi sekilde donmasini saglamak i¢in jelin
tizerindeki bos birakilan kisma yavas yavas distile su ilave edildi.

e Jel oda 1sisinda yaklasik 60 dakika sonra katilasti. Ust jelin (yiikleme jeli) ilk 3
soliisyonu karigtirildi. Alt jelin iizerindeki distile su bosaltilarak kurutma kagidi
ile kurutuldu.

e Iki cam arasmna 10 kuyucuklu tarak yerlestirildi. Ust jele, APS ve TEMED eklendi

ve hizli bir sekilde karistirilarak iki cam plak arasina taraklarin i¢inde hava
kalmayacak sekilde dokiildii.
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e Ust jel oda 1sisinda tamamen donduktan (yaklasik 30 dakika) sonra camlar
kiskaglarin igerisinden c¢ikarildi ve camlarin {izerindeki jel artiklar1 temiz bir
kagit pecete ile silindi.

e Jelin igerisinde bulundugu camlar iizerinde kutuplarin bulundugu kiskaglarin igine
yerlestirildi ve hemen elektroforez tankina alindu.

3.4.8.2. Elektroforez Islemi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi

a) Rediiklenmemis Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre)

Laemli tamponu i¢in 10 mL gliserol, 10 mL %10 SDS, 1.25 mL 1 M (pH 6.8)
Tris, 7.5 mL B-merkaptoetanol ve brom fenol mavisi karistiritlip 50 mL distile suya
tamamlandi. Kullanim sirasinda numune ile 1:5 oraninda diliie edildi.

b) Calisma Tamponu ( Elektroforez Running Buffer, 5X Stok Soliisyon)
15 g Tris, 72 g Glisin, 5 g SDS tartilip, 1000 mL distile su i¢inde ¢oziildii.
Elektroforez agsamasinda, bu stok soliisyon 1:5 oraninda diliie edildi.

Elektroforeze Konacak Orneklerin Hazirlanmasi
e Protein miktarlar1 tayin edilmis lizatlar -20 °C” den alinarak buz igeren bir kaba
kondu.

e Ornekler ¢dziindiikten sonra kuyucuga yiiklenen 25 pL icerisinde 5-15 pg protein
olacak sekilde her numuneden ¢ekilip lizis tamponu ile 60 uL' ye tamamlandi.
Uzerine 15 pL 5X laemli sample buffer pipetlendi. Ornekler boya ile iyice
karigtirildi.

e Hazirlanan ornekler 95 °C’de 5 dakika kaynatildi.

Elektroforez Prosediirii

e Elektroforez tanki elektroforez tamponu ile dolduruldu ve camlar arasindaki
taraklar c¢ikartildi. Taragin olusturdugu kuyucuklarin icerisine girebilecek ince
uclu enjektor ile hava pipetlenerek kuyucuklar temizlendi.

[lk kuyucuga molekiil agirliklar1 bilinen proteinlerden olusan karisim
pipetlendikten sonra diger kuyucuklara da 6rnekler yiiklendi.

Orneklerin yiiklenmesi tamamlandiktan sonra uygun kutuplar baglanarak tankin
kapag1 kapatildi. Tank giic kaynagina baglandi ve akim 80 V, 65 mA’e
ayarlanarak elektroforez gerceklertirildi.

Yiikleme boyasi jelden ¢iktiginda elektroforez sona erdirildi. Bu stire yaklasik 2,5
saat kadardir.

Yiikleme jeli kesilerek atildi.
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Proteinleri igeren ayirma jeli protein transfer tamponuna konuldu. Bu agsamadan
sonra jel, proteinlerin membrana transferi i¢in hazir hale gelmis oldu.

Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

a) Blotlama Tamponu (Bloting Buffer 1 L, 10X stok soliisyon)

12.11 g Tris, 30 g Glisin ve 1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA)

tartildt ve 1 L distile suda ¢oziildii. Kullanim esnasinda 10X tampon 1X haline
dontstiiriiliirken % 10 metanol eklendi.

b) Metanol

Transfer sirasinda membranin sismesi ve yapisan proteinlerin korunabilmesi

i¢in gereklidir.

Islemler

Nitroseliilloz membran, bloting kagitlari, kurutma kagitlar1 ve siingerler buz
soguklugundaki bloting tamponu ile 1slatild1 ve 2-5 dakika tamponda bekletildi.

Sandvi¢ aparatinin arasina gelecek sekilde en alta (—) kutup olmak sartiyla,
transfer tamponu ile doyurulmus stinger konuldu.

Siingerin iizerine yine transfer tamponu ile doyurulan bloting kagidi konuldu.
Bloting kagidinin iizerine de tamponda beklemis olan kurutma kagidi konuldu.
Kurutma kagidinin iizerine alt ve iist kisimlarina dikkat edilerek jel yerlestirildi.
Jel lizerine nitroseliiloz membran yerlestirildi.

Uzerine transfer tamponu ile doyurulan bloting kagidi konuldu.

Son olarak, iizerine transfer tamponu ile doyurulan bir siinger daha konuldu ve bir
silindir yardimi ile sandvi¢in i¢indeki hava kabarciklar1 alindi. Sandvi¢ aparati

tizerinden sikistirilarak kapatildi.

Hazirlanan sandvigin anot kutbu anota, katot kutbu katota bakacak sekilde
elektroforez tankina yerlestirildi. Tank, blotlama tamponu ile dolduruldu.

1.5 saat +4 °C’ de yaklasik 350 mA’de magnetik balik ve magnetik karistirici
yardimiyla karistirilarak ve her 30 dakika bir buz kabi1 degistirilerek islem
yiriitildi.

1.5 saat sonra sandvi¢ tanktan cikartildi ve bdylece membran antikor ile
isaretlemeye hazir hale getirilmis oldu.
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Membranlarin Antikor ile Isaretlenmesi
Soliisyonlarin Hazirlanmasi

a) TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer salin, 10X konsantre)

TBS soliisyonu hazirlamak i¢in 60.55 g Tris ve 87.66 g NaCl 800 mL distile
suda ¢oziildi. pH, HCI asit ile 7.4’e ayarlandi. Son hacim 1000 mL olacak sekilde
distile su ile tamamlandi.

b) TBS (1X)
TBS stok soliisyondan (10X) 100 mL alinip 1 L’ye tamamlandi.

¢) TBST (1X)
TBS stok soliisyondan (10X) 100 mL alimip 1 L’ye tamamlandi. Bu
soliisyona 1 mL Tween-20 eklendi ve iyice karistirildi.

d) Siit Tozu Cozeltisi (Bloklama Cozeltisi)

%5’lik bloklama c¢ozeltisi i¢in 0,5 g yagsiz siit tozu tartilarak 10 mL TBS
icerisinde ¢oziildi. Soliisyon, 10 dakika magnetik karistiricida karistirilarak tam
¢cOziinmesi saglandi.

e) Fosfo-Src Primer Antikoru

100 pg toz halindeki primer antikor, 100 pl steril distile su ile ¢oziildi. 15
ul’lik aliquatlara boliinerek -20 °C’da saklandi. TBST ¢6zeltisinin 7 ml’sinde 7 ul
primer antikor olacak sekilde 1:1000 dilisyonla kullanildi.

f) HRP (Horse-Radish Peroxidase) konjuge mouse sekonder Antikoru

Enzim isaretli, mouse kokenli sekonder antikor +4 °C’de saklandi. 1:2000
oraninda diliie edilerek kullanildi. TBST ¢ozeltisinin 10 ml’sinde 5 ul sekonder
antikor ¢oziindii.

g) ECL (Enhanced Chemiluminescence)

ECL-1 ve ECL-2 olmak iizere kit i¢inde bulunan kromojenik soliisyon 1:1
oraninda karistirildi. Kit +4 °C’ de sakland.
islemler

e Membran, temiz ve membranin sigabilecegi biiyiikliikteki bir petri kabinda TBST
ile yikandi.

e Membranin yiizeyini ortecek sekilde bloklama ¢ozeltisi ilave edilerek 1 saat oda
1s1sinda ¢alkalayici tizerinde hafifce ¢alkalandi.

e TBST ile 30 dakika (3 x 10 dk) yikand.

e Primer antikor ile membran tiim gece +4 °C’de calkalayici iizerinde hafifce
calkalandi.
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Siire sonunda antikoru igeren ¢ozelti dokiildii ve membran 30 dakika (3 x 10 dk)
TBST ile hafifce calkalandi. Boylece zayif olarak baglanan ya da baglanamamis
antikorlar membran iizerinden temizlendi.

Yikama iglemi bittikten sonra TBST ortamdan uzaklastirildi ve enzim isaretli
sekonder antikor ile membran 1 saat ¢alkalandi.

1 saat sonunda tekrar TBST ile 30 dakika (3 x 10 dk) yikama iglemi yapildi.

Yikama islemi sonunda membranlar pens yardimi ile yikama soliisyonu
icerisinden alind1 ve iizerindeki soliisyon temiz bir kagit peceteye emdirildi.

Membranlar hizl1 bir sekilde temiz ve diizgiin bir yiizeye yerlestirildi. Uzerine 1:1
oraninda karistiritlan ECL-1 ve ECL-2 tliim yiizeyi kaplayacak sekilde yayildi.

Membranlar ECL ile yaklasik 3 dakika muamele edildi.

Stirenin sonunda membran iizerindeki ECL temiz bir kagit peceteye emdirildi ve
membranlar stre¢ film iizerine yerlestirildi.

Hizli bir sekilde membranin iizeri de stre¢ film ile kaplandiktan sonra membran
film kasetinin igerisine bantlandi.

Bu asamadan sonraki islemler karanlik odada yapildi.

3.4.8.3. Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi

Kullanilan Soliisyonlar

a) Developer

Developer 1:10 oraninda diliie edilerek kullanildi.

b) Fiksatif

Fiksatif 1:10 oraninda diliie edilerek kullanildi.

¢) Hyperfilm

Kemiliiminesan sinyallere yiiksek afiniteli film kullanildu.

islemler
e Kasete bantlanan membranin Uzerine karanlik odada film konuldu ve 10 dakika

beklendi.

e Siirenin sonunda kaset agildi ve film membranin iizerinden alinip karanlikta

developer i¢ine konuldu. Filmin {izerinde sinyaller goriiniinceye kadar hafifge
sallandu.
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e Daha sonra film developerdan alinip fiksatife konuldu. Bu asamadan sonra 151k
acilabilir.

o Fiksatiften ¢ikan film distile suyla yikandi ve kurumasi i¢in temiz bir yere asildi.

3.4.8.4. Sinyallerin Grafik Haline Doniistiiriilmesi

Filme aktarilan sinyaller, bilgisayar ortaminda Windows XP isletim
sisteminde ¢alisan Igidoc 1000 programu ile grafik haline doniistiiriildi. Bir bandin
yogunlugu 100 birim kabul edildi ve her grupta diger bantlar 100 birim iizerinden
degerlendirildi. Normal sartlar altinda semi-kantitatif bir yontem olan Western-blot
teknigi, bandlarin bu yontem dahilinde “Microsoft Office-Excel” kullanilarak siitun
grafigi haline getirildi.

3.4.9. Sitokrom C Rediiksiyonu Yéntemi ile Siiperoksit Anyonu Ol¢iimii

Olgiim sirasinda siibstrat olarak kullanilan NADPHtan 0.8334 mg tartild1 ve
1 mL distile suda ¢oziildi. 2mL 06l¢iim tamponuna 200 pL pipetlenerek son
konsantrasyon 100 pmol/L olarak ayarlandi. Her deneyden once taze hazirlandi ve
+4 °C’da sakland1.

Isiktan etkilenen, toz halindeki ferrisitokrom c’den 50 mg alindi ve 1 mL
distile suda ¢ozildii. 250 pL’lik aliquatlara béliinerek -20 °C’da karanlikta sakland.
1 mL 6l¢iim ortaminda 40 uM final konsantrasyonu olacak sekilde 10 pL pipetlendi.
Biitiin uygulamalar karanlikta yapildi.

Hepes modifiye Tyrode’s soliisyonu igin toz halindeki; 92.61 mg kalsiyum
klorid iki sulu (CaCl,..2H,0), 67.84 mg KCI, 2802.19 mg NaCl, 15.117 mg
NaH,POs4, 34.865 mg MgCl,, 353.192 mg glukoz ve 834.05mg HEPES tartilip her
biri 50’ser mL distile suda ¢oziildii ve stok halinde +4 °C’da saklandi. Her 6l¢iimden
once esit miktarlarda karistirilip pH 7.4’ ayarlandi. Sicak su banyosunda 37 °C’da
15 dakika bekletildikten sonra kullanildi.

Stiperoksit anyonu miktarlarinin Sitokrom C rediiksiyonu ile dl¢iimii Gorlach
et al.[68] metoduna gore yapildi. 6 kuyucuklu plaklarda biiyiitiilen hiicreler 24 saat
serumsuz ortamda birakildiktan sonra; tim kuyucuklar HEPES modfiye Tryode’s
solusyonu (pH:7.4; 1.8 mM CaCl,.2H,0, 2.6 mM KCI, 137 mM NaCl, 0.36 mM
NaH,POy4, 0.49 mM MgCl,, 5.6 mM glukoz ve 10 mmol/L HEPES icermektedir) ile
2-3 kez yikandi. Ardindan bu kuyucuklara HEPES modifiye Tyrode’s solusyonu 2
mL hacimde olacak sekilde eklendi. Ang II ve inhibitérler uygun
konsantrasyonlarinda ve inkiibasyon siirelerinde ortama eklendi. Inkiibasyon
sonunda, sitokrom c’nin 1s1kta rediiksiyonunu engellemek amaciyla karanlik ortamda
20 pL sitokrom ¢ (40 uM) tiim kuyucuklara konuldu. Tiim 6lgtimlerde NADPH 100
umol/L konsantrasyonda olacak sekilde sitokrom c ile beraber pipetlendi. Yarim saat
icinde tiim kuyucuklardaki soliisyonlarin 300 — 600 nm dalga boylarinda absorbans
spektrumu taramalar1 yapildi ve maksimum absorbans goriilen dalga boyundaki
veriler alindi. Her oOl¢iimde dalga boyu spektrumunda sitokrom c¢ rediiksiyon
piklerine bakilarak deneyler dogrulandi. Hem substrat (NADPH) kontrol
hiicrelerinden hem de Ang II uygulanmis hiicrelerden elde edilen tiim degerler,
substrat kullanilmadan sitokrom c ile siiperoksit anyonu Ol¢iimii yapilan kontrol
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hiicrelerinin  (kor) verdigi absorbans degerlerinden ¢ikartildi. Cikan protein
miktarlarina gore de absorbans degerleri hesaplandi. Her kuyucugun protein
miktarlarinin 6l¢limii i¢in plaklar, 6l¢iimden hemen sonra buz {izerinde bekletildiler.

3.4.9.1. Siiperoksit Anyonu Ol¢iimiiniin Istatistiksel Analizi

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Istatistiksel analizler
SPSS 17.0 paket programi ile yapildi. SHR ve WKY gruplarinin kendi igindeki
farklilik Wilcoxon es testi kullanilarak, gruplar arasindaki farklilik ise Mann-
Whitney U testi kullanilarak belirlendi.

3.5. Materyal ve Kimyasal Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Hank’s Balanced Salt
Solutions (HBSS), kalsiyum klorid (CaCl,), hepes, elastaz, kolajenaz, soya tripsin
inhibitér, bovine serum albumin, fetal bovine serum, L-glutamin, penisilin-
streptomisin ve tripsin-EDTA (etilen daimin tetraasetik asit) Sigma’dan satin
alinmustir.

Hiicre kiiltlirtinde kullanilan petriler, flasklar ve 15 ml’lik plastik tiipler ile
benzeri sarf malzemeler R&D Falcon firmasindan satin alinmistir.

Medyum saklama amaciyla 100 ml hacimde Simax marka otoklavlanabilir
kapakl1 cam siseler kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirtinde aktivator olarak kullanilan Anjiyotensin II, inhibitor olarak
kullanilan GF109203X, Difenileniyodoniyum (DPI) Sigma’dan, PP1 analog
Calbiochem’den satin almmistir. AT1 antagonisti losartan, Merck Sharp&Dohme
firmasi tarafindan hediye edilmistir.

Kullanilan primer antikor anti-phospho-SRC Upstate’den ve bu antikorlara
karsilik gelen sekonder anti-mouse immiin globiilin (IgG) (Fc spesifik)-peroksidaz
Sigma’dan temin edilmistir.

Immiinohistokimyasal analizler icin Dako marka immiinositokimya Kiti
kullanildi. Immiinositokimyai¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar Sigma’dan
satin alinmistir.

Protein 6l¢iimleri igin Pierce marka micro protein deney kiti kullanilmastir.

Western blot i¢in Bio-Rad marka Mini-Protean Western Blot setinden
yararlanilmigtir.

Sinyallerin dedeksiyonunda kemiliiminesan olarak Bio-Rad kitinden
faydalanilmistir.
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Membran olarak 0,2 ve 0,45 um por genisligindeki Whatman Protran marka
nitroseliilloz membran kullanilmistir.

Membranlar filme aktarilirken Amersham marka yiiksek kaliteli film
kullanilmistir. Filmlerin gelistirilmesi esnasinda Illugater marka developer ve fiksatif

kullanilmustir.

Metanol Merck’den satin alinmistir.

3.6. Gerecler ve Arastirmanin Yiiriitilldiigii Birimler

Buzdolab1
Sogutucu
Dondurucu
Sicak su banyosu
Santrifiij
Santrifiij
Inkiibator

Kiiltiir kabini
Mikroskop
Goriintiileme
Sonikator
Karistirict
Karistiric
Karistirict
Thermoblock
Hassas terazi
Kaba terazi

pH metre
Tansiyon aleti
Spektrofotometre

: Beko 9610NM, Vestel NT 465 HG (+4°, -20° C)
: Bosch (-20° C)

: Hettich HS 2486 (-80° C)

: Raypa (20° ~ 80° C)

: Beckman & Coulter Microfuge 22R (+4° C)

: Niive NF400

: Heraeus HeraCell 150 [Karbon dioksit (CO2), 37°]
: Bilser

: Olympus CKX41 (Inverted)

: Olympus imaging Corr-dijital kamera E330

: Bendelin UW2070

: LabLine Thermal Rocker (kapakli, 37° C)

: Biometra WT17

: Heidolph MR Hei-Standart Q-02 (manyetik)

: Biometra TB1

: Presica XB220A

: Kern 440-43N

: Hanna pH211

: MP 150 (BIOPAC Systems)

: Shimadzu UV-1601

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezi’nde

steril edildi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin izolasyon islemleri, Akdeniz Universitesi
Deney Hayvanlar1 Birimi’nde yapildi.

Primer hiicre kiiltiirii islemleri, protein Olgiimleri, siiperoksit anyonu
Olctimleri, immiinositokimya ve Western Blot teknikleri, Biyokimya Anabilim

Dali’nda yapildu.
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BULGULAR

4.1. Immiinositokimyasal Analiz Bulgular:

Rat aortalarindan elde edilen hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiicresi oldugu
immiinositokimyasal analiz yapilarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Laboratuvarimizda
daha once yapilan ¢alismarda iiretilen hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiicreleri oldugu
bircok caligmada da gosterilmis ve ¢alismalar rutin hale gelmistir [67, 69-71].

Kontrol Grubu: Kontrol gruplarinda hi¢bir boyanmanin olmamasi
boyanmalarin proteine spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1. A).

Izotip Kontrolii: Immiinositokimyasal analizlerde boyanmalarin sekonder
antikordan kaynaklanmadigimi gostermek amaciyla kullanildi. Preparatlarda
boyanmanin olmamas1 sekonder antikordan kaynaklanan non spesifik baglanmalarin
olmadigini, boyanmalarin primer antikora spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1. B).

a-Aktin Grubu: Vaskiiler diiz kas hiicrelerini gosterebilmek amaciyla diiz
kas hiicrelerinin a-aktin’leri, VDK hiicrelerine spesifik a-aktin primer antikoruyla
boyandi. Preparattaki kirmizi boyali alanlar a-aktin’e spesifik diiz kas hiicrelerini
gostermektedir (Sekil 4.1. C). Sekilde tek bir hiicredeki a-aktin fiberleri net olarak
gorilmektedir. Bu boyanmalar izole edip iirettigimiz hiicrelerin diiz kas hiicresi
oldugunu gosterdi.

Von Willebrand Faktor Grubu: Izole edilip kiiltiire aktarilan hiicrelerde
endotel hiicresi bulunup bulunmadigin1 gostermek amaciyla, Von Willebrand Faktor
primer antikoru kullanilarak hiicreler boyandi. Preparatlarda kirmizi boyali alanlarin
olmayisi izole edilen hiicrelerde endotel hiicresi bulunmadigini géstermektedir (Sekil
4.1. D).
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Sekil 4.1. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin immiinositokimya bulgulari: A: Kontrol, B: izotip kontrolii,
C: a-Aktin grubu, D: Von Willebrand Faktdr Grubu

4.2. Spontan Hipertansif ve Wistar Kyoto Ratlara Ait Kan Basin¢lar

Hayvanlar deneye alinmadan 1 hafta 6nce “tail-cuff” yontemiyle kuyruktan
Olgiilen kan basinglarinin ortalama degerleri Tablo 4.1’de gosterilmistir. SHR
grubunun ve WKY grubunun kan basinc1 degerleri karsilastirildiginda, SHR
grubunun kan basinci degerlerinin WKY grubuna gore yiiksek oldugu gortilmiistiir
(p<0.001).

Tablo 4.1. Deney gruplarinin sistolik kan basmci degerleri (mmHg). Veriler ortalama + standart
sapma olarak verildi. n: Denek sayisi.

Gruplar Kan Basinc1 (mmHg)
SHR (n=20) 189.6 + 1.4 *
WKY (n=20) 132.6+2.8

*; p<0.001; WKY grubu ile karsilastirildiginda

4.3. Spontan Hipertansif ve Wistar Kyoto Ratlardan Elde Edilen Vaskiiler Diiz
Kas Hiicre Kiiltiirlerinde Ang II Uyarimiyla Src Aktivasyonu

Western blot teknigi kullanilmadan once vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
canlilig: test edildi ve kiiltiirli yapilan hiicrelerin % 99 canli hiicreler oldugu tesbit
edildi. Hiicreler tarafindan olusturulan yanitlar1 standartlastirmak amaciyla iiretilen
hiicrelerin 5-15 pasajlar1 deneye alindi. Deneylerde Src aktivasyonunu veya
inhibisyonunu gdstermek i¢in yapilan western blot analizleri 3 kez ¢alisidi.
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4.3.1. Spontan Hipertansif ve Wistar Kyoto Ratlardan Elde Edilen Vaskiiler
Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimi Sonrasinda Src¢ Aktivasyonu
Konsantrasyon Deneyleri
Spontan hipertansif ratlardan elde edilen wvaskiiler diiz kas hiicre

kiltlirlerinde, Ang II’nin Src aktivasyonunu gerceklestirdigi en iyi konsantrasyunu

gorebilmek icin hiicre kiiltiirleri; 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM olarak
belirledigimiz farkli Ang II konsantrasyonlariyla 5 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hazirlanan hiicre lizatlarinda western blot teknigi kullanilarak

Src aktivasyonuna bakildi. Sonucglara goére, Ang II uygulanan hiicrelerde

fosforilasyona bagl olarak kontrole gore en yiiksek Src aktivasyonu 100 nM Ang II

uygulamasiyla elde edildi (Sekil 4.2). Bu sonuglara gore Ang II, VDKH’nde Src

aktivasyonunu doza bagimli olarak degistirmistir. Elde edilen western blot
sonuglariin daha iyi yorumlana bilmesi i¢in veriler grafige aktarildi ve kontrol banti

baz alinarak diger bantlarin yogunlugu degerlendirildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Spontan hipertansif ratlarda farkli Ang II konsantrasyonlarinda Src aktivasyonu. Farkli
konsantrasyonlarda 5 dakika Ang II uygulanan hiicrelerde en yiiksek Src aktivasyonunun
100 nM Ang II konsantrasyonunda oldugu goriilmiistir.

Deney sonuglarinin anlamliligini saglamak amaciyla Wistar Kyoto ratlardan
elde edilen vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde, Ang II'nin Src aktivasyonunu
gerceklestirdigi en iyi konsantrasyunu gorebilmek i¢in de yine aym Ang II
konsantrasyonlar1 uygulanarak inkiibasyon gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara
gore en yiiksek Src aktivasyonu 100 nM Ang II uygulamasi yapilan kiiltiirde
gozlendi (Sekil 4.3). Wistar Kyoto rat grubunun sonug¢lari SHR grubunun
sonuglariyla benzerlik gosterdi.
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Sekil 4.3. Wistar Kyoto ratlarda farkli Ang II konsantrasyonlarinda Src aktivasyonu. Farkli
konsantrasyonlarda 5 dakika Ang II uygulanan hiicrelerde en yiiksek Src aktivasyonunun
100 nM Ang II konsantrasyonunda oldugu gézlemlenmistir.

4.3.2. Spontan Hipertansif ve Wistar Kyoto Ratlardan Elde Edilen Vaskiiler
Diiz Kas Hiicrelerinde Ang II Uyarimi Sonrasinda Src Aktivasyonu Siire
Deneyleri

Spontan hipertansif ratlardan elde edilen vaskiiler diiz kas hiicre
kiiltiirlerinde, Ang II uyarimiyla Src aktivasyonunun gerceklesigi en iyi siireyi
gorebilmek icin hiicre kiiltiirleri 100 nM Ang Il ile 1, 2, 5 ve 10 dakika olarak
belirledigimiz farkli siirelerde 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
hazirlanan hiicre lizatlarinda western blot teknigi kullanilarak Src aktivasyonuna
bakildi. Sonuglara gore 2 ve 5 dakika 100 nM Ang II uygulanan hiicrelerde
fosforilasyon degerleri biribirine yakin ¢ikmasimma ragmen, fosforilasyona bagh
olarak kontrole gore en yiiksek Src aktivasyonu 5 dakika 100 nM Ang II
uygulamasiyla elde edildi (Sekil 4.4). Bu sonuglara gére de Ang II VDKH’nde Src
aktivasyonunu silireye bagimli olarak degistirmistir. Elde edilen western blot
sonuglariin daha iyi yorumlana bilmesi i¢in veriler grafige aktarildi ve kontrol banti
baz alinarak diger bantlarin yogunlugu degerlendirildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Spontan hipertansif ratlarda 100 nM Ang II’nin zamana bagli olarak Src aktivasyonuna

etkisi. Farkl: siirelerde 100 nM Ang II uygulanan hiicrelerde en yiiksek Src aktivasyonunun
5 dakikada gergeklestigi gozlemlenmistir.

Deney sonuglarinin anlamliligini saglamak amaciyla Wistar Kyoto ratlardan
elde edilen vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde, Ang II'nin Src aktivasyonunu
gergeklestirdigi en 1yl zamani gorebilmek i¢in de yine 100 nM Ang II
konsantrasyonu ayni siirelerde uygulandi. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek Src
aktivasyonu 5 dakika 100 nM Ang II uygulamasi yapilan kiiltiirde gozlendi (Sekil
4.5). Wistar Kyoto rat grubunun sonuglart SHR grubunun sonuglariyla benzerlik

gosterdi.
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Sekil 4.5.

Wistar Kyoto ratlarda 100 nM Ang II’nin zamana bagl olarak Src aktivasyonu iizerine
etkisi. Farkli siirelerde 100 nM Ang II uygulanan hiicrelerde en yiiksek Src aktivasyonunun
5 dakikada gerceklestigi gozlemlenmistir.
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4.4. Spontan Hipertansif ve Wistar Kyoto Ratlardan Elde Edilen Vaskiiler Diiz
Kas Hiicre Kiiltiirlerinde Inhibitor Uygulamalarim Takiben Ang II
Uyariminda Gozlenen Src Fosforilasyonu

Spontan hipertansif ve wistar kyoto ratlardan elde edilen vaskiiler diiz kas
hiicre kiiltlirlerinde, Ang II uyarimiyla Src aktivasyonunun gerceklesigi en iyi
konsantrasyon ve siire 100 nM 5 dakika olarak tespit edildiginden bundan sonraki
tiim ¢aligmalara bu siire ve doz konsantrasyonlari kullanilarak devam edildi.

Spontan hipertansif ratlardan elde edilen VDHK’nde Ang II uyarim
sonrasinda, ATl reseptorii iizerinden meydana gelen hiicre i¢i sinyal iletim
yolaginda, Src’nin NAD(P)H oksidaz’dan 6nce mi yoksa sonra mi1 aktive oldugunu
belirlemek amaciyla, AT1 reseptor blokorii Losartan; PKC inhibitorii GF109203X;
Src inhibitérii PP1; NAD(P)H oksidaz inhibitérii DPI kullanilarak western blot
yontemiyle Src aktivasyonuna bakildi.
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Sekil 4.6. Spontan hipertansif ratlarda Ang II uyarimi ile birlikte ¢esitli inhibitdrlerin Src aktivasyonu
iizerine etkisi. DPI digindaki diger inhibitdrlerle inkiibasyon sonrasinda Ang II ile uyarilan
hiicrelerde Src fosforilasyonun inhibe oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.6°da goriilen bantlar:

Birinci bant; hi¢ bir aktivator ve inhibitorle uyarilmayan kontrol grubu olarak
adlandirilan VDKH’ne aittir.

Ikinci bant; Ang II (100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde
meydana gelen Src aktivasyonunu gostermektedir. Src aktivasyonunun bu
konsantrasyon ve siire uygulamasinda ger¢eklestigi gosterildi.

Uciincii bant; Losartan (10 M, 30 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang II

(100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src
aktivasyonunu gostermektedir. Hiicrelerde Ang II uyarimi oldugu halde, ATI1
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reseptOriinlin Losartan ile inhibe edilmesi sonucunda Src aktivasyonunda azalma
oldugu gozlendi.

Dordiincii bant; DPI (10 uM, 30 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang II
(100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src
aktivasyonunu gostermektedir. NAD(P)H oksidaz inhibitorii (DPI) uygulanan
hiicrelerde Ang II uyarimi sonrasinda Src aktivasyonunda Onemli bir azalma
olmadig tesbit edildi.

Besinci bant; PP1 (10 uM, 2 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang II (100
nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src aktivasyonunu
gostermektedir. Hiicrelerin Src inhibitorii (PP1) ile inkiibasyonunu takiben Ang II ile
uyarilmast sonucunda Src aktivasyonunun ger¢eklesmedigi gozlendi.

Altinc1 bant; GF109203X (2 uM, 5 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang
II (100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src
aktivasyonunu gostermektedir. PKC inhibitorii uygulanan hiicrelerde, Ang II uyarimi
sonucunda Src aktivasyonunun azaldigi gozlendi.

Wistar Kyoto ratlardan elde edilen VDKH’nde kullanilan aktivatdr ve
inhibitorler, SHR grubunda belirtitilen konsantrasyon ve siirelerle ayni tutulararak
uyguland1 (Sekil 4.7). Wistar Kyoto rat grubuna ait western blot sonuglari, SHR
grubunun sonuglarina yakin bulunmustur.
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Sekil 4.7. Wistar Kyoto ratlarda Ang II uyarimu ile birlikte ¢esitli inhibitdrlerin Src aktivasyonuna
etkisi. DPI disindaki diger inhibitorlerle inkiibasyon sonrasinda Ang II ile uyarilan
hiicrelerde Src fosforilasyonun inhibe oldugu gézlenmistir.

Birinci bant; herhangi bir uyarilmaya maruz kalmayan, kontrol grubu olarak
adlandirilan VDKH’ne aittir.
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Ikinci bant; Ang II (100 nM, 5 dakika) uyarmmi sonrasinda VDKH’nde
meydana gelen Src fosforilasyonunu gostermektedir. Src fosforilasyonunun bu
konsantrasyon ve siire uygulamasinda gerceklestigi gosterildi.

Ugiincii bant; Losartan (10 M, 30 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang II
(100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src
aktivasyonunu gostermektedir. Hiicrelerde Ang II uyarimi oldugu halde, ATI
reseptOriinin Losartan ile bloke edilmesi sonucunda Src aktivasyonun da azalma
oldugu tesbit edildi.

Dordiincii bant; DPI (10 uM, 30 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang II
(100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src
aktivasyonunu gostermektedir. NAD(P)H oksidaz inhibitorii (DPI) uygulanan
hiicrelerde Ang II uyarimi sonrasinda Src aktivasyonunda ¢ok fazla bir azalma
olmadig1 gozlendi.

Besinci bant; PP1 (10 uM, 2 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang II (100
nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src aktivasyonunu
gostermektedir. Hiicrelerin Src inhibitorii (PP1) ile inkiibasyonunu takiben Ang II ile
uyarilmast sonucunda Src aktivasyonunun ger¢eklesmedigi gozlendi.

Altinc1 bant; GF109203X (2 uM, 5 dakika) ile inkiibasyonun ardindan, Ang
II (100 nM, 5 dakika) uyarimi sonrasinda VDKH’nde meydana gelen Src
aktivasyonunu gostermektedir. PKC inhibitorii uygulanan hiicrelerde, Ang II uyarimi
sonucunda Src aktivasyonunun azaldigi gozlendi.

4.5. Spontan Hipertansif ve Wistar Kyoto Ratlardan Elde Edilen Vaskiiler Diiz
Kas Hiicre Kiiltiirlerinde Ang II ile Uyarilan Vaskiiler Diiz Kas
Hiicrelerinde Siiperoksit Anyon Ol¢iimii

Wistar kyoto ratlardan (WKY) ve spontan hipertansif ratlardan (SHR) elde
edilen VDKH ile yapilan Ang II uyarimi ve/veya inhibitor uygulamalar1 sonucunda
Olciilen siiperoksit anyon miktarlar1 ve istatistiksel analiz sonuglar1 Sekil 4.8 ve
Tablo 4.2°de gosterilmistir.

WKY ve SHR gruplarinda, herhangi bir uyarimin olmadigi (konrol)
hiicrelerdeki siiperoksit anyon miktarlari, Ang II uyarimi sonrasinda istatistiksel
olarak anlamli derecede artis gostermistir (p<0.05). Ang II uyarimi Oncesinde
inhibitorlerle (Losartan, DPI, PP1 ve GF109203X) inkiibasyona birakilan hiicrelerde
siiperoksit anyon miktarlari, yalnizca Ang II ile uyarilmis hiicrelere gore anlamli
derecede azalmistir (p<0.05).

SHR ve WKY gruplarini birbirleri ile karsilagtirdigimizda ise SHR grubunda,
hem kontrol hemde aktivatér ve/veya inhibitér uygulamalar1 sonucunda olusan
stiperoksit anyon miktarlar1t WKY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.8. Siiperosksit anyonu &l¢lim sonuglarina ait grafik. Yalmzca Ang Il uyarimi sonrasinda
stiperoksit anyonu miktarlari, inhibitorler ile inkiibasyonun ardindan Ang II ile uyarilmis
hiicrelerde olusan siiperoksit anyonu miktarlarina goére anlamli derecede artis
gostermektedir. Ayrica SHR grubunun Ang II ile uyarilmasi sonucunda olusan siiperoksit
anyonu miktart WKY grubuna gore anlamli derecede artig gdstermistir.

*; p<0,05; grup icinde diger inhibitdr uygulamalar1 ve kontrol ile kiyaslandiginda,
#; p<0,05; WKY grubu ile karsilagtirildiginda.

Tablo 4.2. Siiperoksit anyonu 6l¢iim sonuglari (n=6). Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.

Ang Il Ang Il Ang Il Ang I
Kontrol Angll + + + +
Losartan DPL PP1 GF109203X
(Abs/pg (Abs/pg (Abs/ps (Abs/pg (Abs/pg (Abs/pg
protein/ml) | protein/mi) protein/ml) | protein/mi) protein/ml) protein/mi)
WKY 1.19x103+ 432x103+ 1.08x103: | 0.95x10%+ 1.38x103+ 1.81x103+
022x103 029x10*" 0.18x103 0.23x10°3 028x10°3 023x10%
SHR. 237x103: [ 904x103+: 207x103+ | 215x103+: 265x103+ 3.84x103+
028x103#* |[031x103"# 024x103#* | 0.26x103# 024x103% 0.18x103#
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TARTISMA

Hipertansiyonun sebepleri ya da mekanizmalar1 yillar boyunca iyi bir sekilde
tanimlanmistir.  Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi, sempatik sinir sistemi,
endotelin sistemi, vazopressin sistemi ve yakin ge¢miste tanimlanan reaktif oksijen
tirleri de dahil olmak ftizere c¢ok sayida vazokonstriitif mekanizmanin deney
modellerinde veya insanlarda hipertansiyon gelisimiyle iligkili oldugu tespit
edilmistir. Yapilan cesitli ¢calismalarda, hipertansiyonda ROS iiretimin artis oldugu
gosterilmistir.  Cesitli enzimatik oksidasyon-rediiksiyon tepkimeleri siiperoksit
anyonu olusumuna sebep olmasina ragmen, kardiyovaskiiler dokulardaki siiperoksit
anyonu olusumunun esas kaynaginin NAD(P)H oksidaz aktivasyonu oldugu
distiniilmektedir [72].

NAD(P)H oksidaz ilk olarak immiin sistemde tanimlanmis ve siliperoksit
anyonu lreten bir enzim oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, VDKH nde Ang
I[’'nin NAD(P)H oksidazi aktive ettiginin bulunmasini takiben, kardiyovaskiiler
alandaki arastirmacilarin NAD(P)H oksidaza olan ilgileri 6nemli derecede artmustir.
Birgok farklt NAD(P)H oksidaz alt tinitesinin kardiyovaskiiler dokularda eksprese
edildiginin kanitlanmas1 ve bu enzim ile kardiyovaskiiler rahatsizliklar arasindaki
iliskiyle 1ilgili biliyllk miktarlarda veri toplanmasi, enzimi kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde potansiyel bir hedef haline getirmistir [64].
Aragtirmacilar  tarafindan  kardiyovaskiiler  sistemdeki siiperoksit anyonu
kaynaklariin, mitokondri, lipooksijenaz, siklooksijenaz, sitokrom p450, ksantin
oksidaz ve NAD(P)H oksidaz gibi ¢esitli sistemleri igerdigi ve serbest radikallerin
kaynaklariin rahatsizliklarin tipine gore farklilik gosterebilecegi soylenmektedir.
Ornegin iskemi-reperfiizyon hasarinda, olusan biiyilk miktardaki siiperoksit
anyonundan sitokrom p450 sorumlu tutulmaktadir [73]. Bununla birlikte, yapilan
baz1 c¢alismalar diger siliperoksit kaynaklariyla birlikte ateroskleroz gelisiminde
NAD(P)H oksidazin bagrol oynadigini isaret etmektedir [74]. NAD(P)H oksidaz’in
kardiyovaskiiler hastaliklardaki oneminden dolayi, NOX’un asir1 aktivasyonuyla
iligkili hiicresel yolaklar ve mekanizmalar son yillarda genis bir sekilde
arastirilmaktadir. Ancak NAD(P)H oksidazin’in iist yolak aktivatorlerinin oldukca
fazla olmasi, bu yolaklarin bilinenden daha kompleks oldugunu diisiindiirmektedir
(7,75, 76].

Munzel et al. [77] yaptiklart c¢aligmada kardiyovaskiiler hiicrelerdeki
NAD(P)H oksidazin, hiicre bliylimesi ve proliferasyon gibi temel hiicresel
fonksiyonlarla birlikte kardiyovaskiiler yeniden yapilanma ve damar i¢i basincin
kontroliinii diizenledigini gormiislerdir.
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Morawietz et al. [78] elde ettikleri bulgulara gore, renin-anjiyotensin sistemi
kardiyovaskiiler rahatsizliklarla yakin bir sekilde iliskilidir ve spontan hipertansif
ratlarda NAD(P)H oksidaz alt linitelerinin asir1 ekspresyonunu rapor etmislerdir.

Arastirmacilara gore, NAD(P)H oksidaz sinyalizasyonu sirasinda, ¢cok sayida
uyarict olmasi ve aktivasyonu sirasinda birbirine yaklasan bir¢ok yolak bulunmasi,
bu sinyalizasyon mekanizmasinin anlagilmasini gii¢lestirmektedir. NAD(P)H oksidaz
sinyalizasyonunun en karmasik yonlerinden biri muhtemelen onun ana iirlinii olan
siiperoksit anyonu ve bundan tiireyen diger radikallerdir. Bu radikaller c¢esitli
yolaklar etkileyebilen kuvvetli sinyal molekiilleridir. Siiperoksit anyonu ve H,O»
gibi serbest radikaller, tirozin kinazlar1 aktive ederler [79] ve Src aktivasyonu veya
MAPK aktivasyonu gibi siireglerle iligkilidir. Bu iliski, 6zellikle artan NAD(P)H
oksidaz aktivitesi ile alakalidir [15, 80].

Vaziri et al. [81] tarafindan ileri siiriilen ve desteklenen iki pozitif
geribildirim mekanizmasi vardir. Yiiksek kan basinci, NAD(P)H oksidaz uyarimini
arttirir. Bu durumun tersi de miimkiin goriilmektedir. NAD(P)H oksidazin asiri
aktivasyonu kan basicini arttirir.

Touyz RM. et al. [82] yaptiklar1 ¢alismada, SHR’dan elde ettikleri VDKH
kiltiirlerinde, Ang Il-uyarimli Src iist regiilasyonunun ERK1/2 fosforilasyonunu
arttirtp arttirmadigina bakmislardir. Deneylerde yetigkin wistar kyoto ve spontan
hipertansif rat gruplari kullanilmistir. SHR grubunun sistolik kan basinglart WKY
grubuna (SHR: 189+1,4 mmHg; WKY: 112+1,6 mmHg) gore daha yiiksek
bulunmustur. Vaskiiler diiz kas hiicreleri deneye alinmadan 6nce serumsuz ortamda
30 saat inkiibe edilmistir. Hiicrelerin Ang II (107 mol/L) ile uyarimi ve/veya Src
inhibitrii olan PP2 (5 x107 mol/L) ve/veya Ang II reseptor antagonisti irbesartan ile
inkiibasyonu sonucunda, Ang II’'nin, WKY’lerde Src fosforilasyonunu 2 kat
SHR’lerde ise 4 kat arttirdigi bulunmustur. Ang II reseptdr antagonisti irbesartanin
her iki grupta da Src fosforilasyonunu ortadan kaldirdigi goriilmiistiir. Src inhibitori
PP2’nin Ang II’nin etkisini tam olarak inhibe etmese de Src fosforilasyonunu
azalttig1 gozlenmistir.

Yapilan calismalarda, Ang II’nin NAD(P)H oksidaz1 aktive ederek siiperoksit
anyonu olusumunu uyardigl ve bu enzimatik yolun DPI ile inhibisyonu sonucunda
Ang II uyarimli hipertrofinin inhibe edildigi gosterilmistir. Cesitli vaskiiler
hastaliklarda, Ang II’'nin VDKH’nin proliferasyonundaki pro-oksidan etkilerinin
onemli oldugu sOylenmektedir. Ang II aracii VDKH’nin proliferasyonunda ¢ok
sayida sinyal mekanizmasiin iligkili oldugu ve kullanildig1 bilinmesine ragmen,
oksidatif stresin bununla iligkisi tam olarak ac¢iga ¢ikarilamamustir [25]. Zafari AM et
al. [25] yaptiklar ¢aligmada, NAD(P)H oksidazin Ang II ile uyarilmasi sonucunda
olusan H,O, miktarim1 ve H,O, birikimine Ang II’nin etkisini ve bununla birlikte
SOD aktivitesini aragtirmiglardir. Arastirmacilar Ang II (100 nM, 4 saat) uyarimi
sonrasinda NAD(P)H oksidaz ve SOD aktivitesi sonucunda olugsan H,O, birikiminde
artts oldugunu bulmuslardir. Ang II uyarimi 6ncesinde DPI (10 uM) ile inkiibe
edilen hiicrelerde NAD(P)H oksidazin tamamen inhibe oldugunu gérmiislerdir. Yine
VDKH’nin ATI reseptor blokorii losartan (10 uM) ile inkiibasyonu sonucunda Ang
IT uyarimi ile H,O; artisinin inhibe oldugu gézlemlenmistir.
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Cruzado MC et al. [83] yaptiklari ¢alismada SHR’lardan elde edilen
VDKH'’lerinde Ang II uyarimiyla ROS olusumunda degisiklik olup olmadigina ve
Ang II aracili olaylarda IGF-1R roliine bakmislardir. Kontrol grubu olarak saglikli
WKY kullanilmistir. Caligma 4 haftalik (prehipertansif), 9 haftalik (hipertansiyonun
gelisim donemi) ve 16 haftalik (hipertansiyon olugsmus) hayvanlardan kiiltiire edilmis
VDKH’nde yapilmistir. Kan basinglart tail-cuff yontemiyle Ol¢lilmistiir. ROS
tiretimi ve NAD(P)H oksidaz aktivasyonu floresans ve kemiliiminesans yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. ROS olusumundaki degisimi 10 uM DPI (NAD(P)H
oksidaz inhibitorii) kullanarak test etmisler. Sistolik kan basinglarmin 9 ve 16
haftalik SHR gruplarinda WKY oranla anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur.
Doz bagimli Ang II uyarimimin hem SHR hem de WKY de ROS olusumunu
arttirdigini ve VDKH’de Ang I uyarimina karsi olusan yanitin SHR’lerde WKY’lere
gore daha yiliksek oldugunu tespit etmislerdir. Ang II uyarimina karsi olusan
yanitlarin DPI ile inhibe edildigini gérmiisler, bunu da “NAD(P)H oksidaz, Ang II-
uyarimlt ROS olusumun muhtemel kaynagidir.” seklinde yorumlamislardir.

Laboratuvarimizda anjiyotensinin NAD(P)H oksidaz aktivitesine etkisi
lizerine yapilan bir ¢alismada, Ang II uyarimi sonrasinda VDKH’ndeki siiperoksit
anyonu miktarlar1 belirgin sekilde artis gostermistir. AT1 reseptdr inhibitorii
Losartan ve NOX inhibitorii DPI, Ang II ile yapilan uyarimin ardindan olusan
stiperoksit anyonu miktarlarin1 bazal hiicre i¢i seviyelere yakin bir degere kadar
anlamlh sekilde azaltmigtir. Tim deneyler hem rezasurin hem de sitokrom c
rediiksiyonu yontemleri ile goOsterilmis ve her iki yontemde de benzer sonuglara
ulasilmustir [71].

Calismamizda; SHR ve WKY gruplarinin tansiyonlari tail-cuff yontemiyle
oOl¢iildii ve SHR grubunun kan basinglari, literatiir bilgisi ile uyumlu olarak WKY
grubunun kan basinglarina gore anlamh olarak yiiksek bulundu (SHR: 189.6 + 1.4
mmHg; WKY: 132 +£ 2.8 mmHg).

SHR ve WKY gruplarindan izole edilen VDKH’lerinde yapmis oldugumuz
aktivator ve inhibitor denemelerinde; Ang II (100 nM 5 dakika) ile uyarim
sonucunda her iki grupta da Src fosforilasyonunda ve NAD(P)H oksidaz
aktivasyonunda artis oldugunu western blot analizleri ve siiperoksit anyonu dl¢iimleri
ile gozlemledik. Ang II uyarimi sonrasinda meydana gelen siiperoksit anyonu
miktarlarina bakildiginda, SHR grubunda olusan siiperoksit anyonu miktar1t WKY
grubuna gore 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Bu sonug literatiir ile de uyum
gostermektedir. Buna gore birgok patolojik siirecte rol oynadigi diisiiniilen siiperoksit
anyonunun ve dolayis1 ile NAD(P)H oksidaz aktivitesinin hipertansiyonda artis
gosterdigini soyleyebiliriz. Ang I uyarimi oncesinde, AT1 reseptor blokorii losartan
ile inkiibe edildikten sonra deneye alinan hiicrelerde, Src fosforilasyonunda ve
siiperoksit anyonu olusumunda azalma oldugunu tespit ettik. Ang II uyarimi
oncesinde, NAD(P)H oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibe edilen hiicrelerde ise
siiperoksit anyonu olusumunda anlamli bir azalma go6zlenirken, Src
fosforilasyonunda bir azalma ger¢eklesmedi. Elde edilen sonuglara gore Src
fosforilasyonunun ve NAD(P)H oksidaz aktivasyonunun Ang II uyarimi sonrasinda
AT1 reseptorii iizerinden gerceklestigini sdyleyebiliriz. DPI ile inkiibe edilen
hiicrelerde Ang II uyarimi sonrasinda NAD(P)H oksidaz aktivasyonunda azalma
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olmasma ragmen, Src fosforilasyonunda bir degisim olmamasi, bize Src’nin
NAD(P)H oksidazdan daha once uyarildigin1 diislindiirmektedir. Sesiah PN. et al.
[15]’1n sonuglarina gore, Src, NAD(P)H oksidaz aktivasyonunu takiben fosforile
olurken ayni zamanda NAD(P)H oksidaz ilizerinden olusan ROS tarafindan da Src
aktivasyonu gerceklesmektedir. Touyz RM. et al. yaptiklar1 calismalarda, Ang II
uyarimi sonrasinda NAD(P)H oksidaz aktivasyonunun gerceklesmesinde, Src
fosforilasyonunu 6nemli unsurlardan biri olarak tanimlamistir. Src’nin NAD(P)H
oksidazin iist yolaginda bulundugunu ve p47°"un, Src’nin alt yolagindaki 6nemli
bir hedef proteini oldugunu ileri siirmektedirler [12, 82]. Laplante MA. at al. [64] ise
NAD(P)H oksidaz’t Src’nin aktive ettigini ve ayni zamanda PKC’nin de bir
NAD(P)H oksidaz alt iinitesi olan p47ph°X’u dogrudan aktive edebilecegini
sOylemektedir.

Sesiah PN. et al. [15] yaptiklart ¢alismada VDKH’nde Ang (100 nM)
uyarimini takiben bir NAD(P)H oksidaz alt iinitesi olan Rac’in aktivasyonunda artis
gormiislerdir. Bu hiicrelerin Src ailesi tirozin kinaz inhibitorii olan PPI1 ile
inkiibasyon sonrasinda Ang II uyarimi sonucunda Rac aktivasyonunda bir azalma
oldugunu gozlemlemislerdir. PP1’in ayn1 zamanda Ang I uyarimli ROS olugumunun
stimiilasyonunu da inhibe ettigini tespit etmislerdir. Bu sonuglara gore, Rac
aktivasyonu ve ROS olugumunun Src bagimli bir yolak iizerinden meydana geldigini
distinmiuslerdir. Yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri bagka bir sonuca gore de
VDKH’nde NAD(P)H oksidaz aktivasyonunun baslamasinda, yine NAD(P)H
oksidaz kaynakl1 diisiik miktarda ROS aracilig1 ile Src¢’nin aktivasyonunu igeren bir
ileri besleme mekanizmasinin var oldugunu ve boylece kesintisiz oksidaz
aktivasyonunun siirdiiriildiigiini ileri siirmiiglerdir.

Touyz RM. et al. [12] yaptiklar1 ¢alismada Ang II uyarimlit ROS olusumunun
Src bagimli olup olmadigini degerlendirmek i¢in baska bir Src ailesi tirozin kinaz
inhibitorii olan PP2 varliginda siiperoksit anyonu ve H;O, olusumunu floresan
yontemiyle dlgmiislerdir. Ang II’nin doza bagimli olarak siiperoksit anyonu ve H,O,
olusumunda artisa sebep oldugunu bulmuslar ve DPI’in, Ang II uyarimli NAD(P)H
oksidaz aktivasyonunu inhibe ettigini gormiislerdir. Yine PP2 varliinda Ang II
uyarimli sliperoksit anyonu olusumunda azalma tespit etmislerdir. Ayni1 ¢alismada
kemiliiminesans yontemiyle NAD(P)H oksidaz aktivasyonuna da bakmiglar ve Ang
II ile uyarilan hiicrelerde NAD(P)H oksidaz aktivasyonunda kayda deger bir artig
oldugunu gézlemlemislerdir. Hiicrelerin PP2 ile inkiibasyonu sonrasinda Ang II ile
uyarilmast sonucunda ise NAD(P)H oksidaz aktivasyonunda anlamli bir azalma
oldugunu bulmuslardir. Ayni1 arastirmacilarin daha once yaptiklar1 bir ¢alisma da,
insan rezistans arter VDKH’nde NADPH aktivasyonunu Src’nin diizenledigini ikna
edici bir sekilde gdstermistir. Bu calisma, Ang II uyarimli p47°"* fosforilasyonu ve
translokasyonunun ve NAD(P)H oksidaz aktivasyonuna o6zgii yolaklarin, insan
VDKH’de Src inhibisyonu vasitasiyla tamamen bloke oldugunu agik bir sekilde
gostermistir. Src’nin NAD(P)H oksidazin iist yolaginda bulundugunu ve p47°"un,
Src’nin alt yolagindaki énemli bir hedef proteini oldugunu ileri siirmektedirler. Bu
bulgular, Sesiah PN. et al. [15]’un ¢alismalar1 sonucunda, ratlarda Src’nin NAD(P)H
oksidazi aktive ettigini gosteren diger bulgularla tutarhdir.
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Yaptigimiz deneyler sonucunda, Ang II uyarimi 6ncesinde, Src inhibitorii
PP1 ile inkiibe edilen hiicrelerde, Src fosforilasyonun bazal seviyenin de altina
diistligiinii ve siiperoksit anyonu miktarinda anlamli bir azalma oldugunu gordiik.
Literatiir ile uyumlu olan bu verilere gore, Src fosforilasyonunun NAD(P)H oksidaz
aktivasyonunda major bir rol oynadigini sdyleyebiliriz.

Touyz RM. et al. caligmalarinda biiylime faktorii reseptorleri ve Src
fosforilasyonunun, Ang II vasitasiyla NAD(P)H oksidaz aktivasyonunda anahtar
unsurlarindan biri olarak tanimlamistir. Yapilan bir ¢alismada, bir Src inhibitorii olan
PP2’nin, Ang II vasitasiyla siiperoksit anyonu olusumunu % 80 oraninda bloke ettigi
gozlemlenmistir [12, 15]. Buna ek olarak, PKC’nin Ang II vasitasiyla NOX’u direk
olarak aktive edebilen onemli bir molekiil oldugu diisiiniilmektedir. Clinkii PKC,
NOX’un p47phox alt tlnitesini fosforilleyebilir [64]. Cai H. et al. [84] tarafindan
biiyiime faktorii reseptorleri ve Src’nin aktivasyonunun, Ang II vasitasiyla NOX
uyarimindan sorumlu ana yolak oldugu tanimlanmistir. Ang II aracii NOX
aktivasyonunun baslica mekanizmalar1 farkli inkiibasyon siirelerine bagli olarak
blyiik Olgiide degisebilir. Sesiah PN. et al. ve Laplante MA.et al.’un yapmis
olduklar siire dizisi ¢alismalar1 baslangictaki siiperoksit anyonu iiretiminin 1 saat
sonra diismeye basladigini géstermistir [15, 85].

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gp91°™* homologlari (NOX-1 ve NOX-4)’nin
varligi ve p67™un olmadigi kosullarda énemli lciide farklilik gdsterir. Vaskiiler
p22PROX  pa7Phox 56 7PhOY e NOX-2 nin iist diizenlenmesi, aktif de novo sentezini ve
hormonal uyarim sirasinda meydana gelen alt iinitelerin toplanmasini isaret
etmektedir. Cifuentes ME. et al. [63]’un yaptiklar1 calismada Ang II’nin vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde p47ph°X’un fosforilasyonuna ve translokasyonuna ve tabi ki sonug
olarak da artmig oksidatif aktiviteye sebep oldugu gosterilmistir. NAD(P)H
oksidaz’in iist yolak regiilasyonu ile ilgili olarak hayvan modellerinde yapilmis
cesitli calismalar mevcuttur. Ang II uyarimlit NAD(P)H oksidaz aktivitesi, fosfolipaz
D fosforilasyonu vasitasiyla aciklanabilir. Fagositlerde, PKC, p47°"un
fosforilasyonu ve oksidaz aktivasyonunda 6nemli bir aracidir. Son veriler PKC’nin
vaskiiler hiicrelerde oksidaz aktivitesiyle dogrudan iligkili oldugunu isaret
etmektedir.

Touyz RM. [83]’ye gore sliperoksit anyonu ve hidrojen peroksiti i¢ine alan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) VDKH’nin fonksiyonlarim1 diizenleyen sinyal
molekiilleridir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki siiperoksit anyonunun asil kaynagi
olan NAD(P)H oksidaz aktive oldugunda, elektron vericisi olarak oksijene 1 elektron
aktarilmasini katalizleyerek, siiperoksit anyonu olusumuna sebep olur [83]. Vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde NAD(P)H oksidazin diizenlenmesinden sorumlu bir¢ok faktor
vardir. Ang II bunlardan en Onemlisi gibi goriinmektedir. Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde Ang Il-aracili biiylime, kasilma/gevseme ve inflamasyonda NAD(P)H
oksidaz tizerinden olusan siiperoksit anyonu dnemli bir rol oynar. Tirozin kinazlarin
fosforilasyonu ve hiicre i¢i kalsiyumun mobilizasyonu gibi bir¢cok siire¢ redoks
bagimli sinyal iletimi olaylariyla iligkilidir. Buna ek olarak, epidermal biiylime faktor
reseptoriic (EGFR) ve insiilin benzeri biiylime faktér 1 reseptorii (IGF-1R) gibi
biiyiime faktorii reseptorleri siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit vasitasiyla aktive
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olur. Aktiflesmis EGFR hiicre i¢i ROS olusumunu uyarir. Arastirmacilar ROS’un
tirozin kinazlarin hem iist hem de alt yolaklarinda bulundugunu ifade etmektedirler.

Hipertansiyon gibi damar hasar1 ile iliskili durumlarda, Ang Il-uyarimh
NAD(P)H oksidaz stimiilasyonunun arttigi ve ROS tiirevlerinde artisin gerceklestigi
goriiliir [31]. Hipertansiyonda, NAD(P)H oksidazin alt yolaklar1 tam olarak agiga
citkmamasina ragmen, artmis Src, PKC ve PLD aktivasyonu 6nemli bir rol oynuyor
olabilir [15]. Ozellikle SHR’lardan izole edilen VDKH’inde AT1 reseptdrii
tizerinden EGFR transaktivasyonunun artmis olmasi, reseptor tirozin kinazlarin rol
oynadigin disiindiirebilir [82].

Literatiir bilgileri dogrultusunda yaptigimiz ¢aligmada, Ang II uyarimm
Ooncesinde, PKC inhibitori GF109203X ile inkiibe edilen hiicrelerde, Src
fosforilasyonunda ve siiperoksit anyonu olusumunda azalma oldugunu gozlemledik.
Bu sonuca gore, Ang II uyarimi sonrasinda olusan sinyal yolaginda Src’nin,
PKC’den sonra aktive oldugunu sdyleyebiliriz.

A [ pr1 |
| LOSARTAN | N
G \
\/ I
J— NAD(P)H
Hiicre Membran ATl oksidaz
- ﬁ
| 0, -
GF109203X |

N Src
PKC /)

Sekil 5.1. Ang IT uyarimi sonrasinda NAD(P)H oksidaz iizerinden siiperoksit anyonu olusumu
Ang II: Anjiyotensin II, AT1: Anjiyotensin II reseptdr 1, PKC: Protein kinaz C

| PP1

Tim western blot sonuglar1 ve siiperoksit anyonu ol¢iimlerine gore, Ang II
uyarimi sirasinda, AT1 reseptoriiniin bloke edilmesi ve PKC’nin inhibe edilmesi fark
edilebilir dlgiide Src inhibisyonuna ve siiperoksit anyonu miktarinda anlamli bir
azalmaya sebep olmustur. Src’nin inhibisyonu da siiperoksit anyonu olusumunu
anlaml derecede azaltmistir. Ancak NAD(P)H oksidaz inhibisyonu sonucunda Src
aktivasyonunda bir azalma ger¢eklesmemistir. Buna bagli olarak, PKC ve Src’nin
NAD(P)H oksidaz’1n iist yolaginda oldugunu ve NAD(P)H oksidaz aktivasyonu i¢in
Src’nin fosforile olmasi gerektigini soyleyebiliriz (Sekil 5.1).
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SONUCLAR

Bu calismada, SHR ve WKY gruplarindan izole edilen vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde Ang II uyarimi sonucunda NAD(P)H oksidaz aktivitesine ve buna bagl
olarak olusan siiperoksit anyonu miktarina ve bu yolakta Src’nin roliine bakilmustir.

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:
1. SHR grubunun kan basinglart WKY grubuna gore yiiksek ¢ikmaistir.

2. Yapilan western blot analizlerinde, hem SHR hem de WKY gruplarinda 5
dakika 100 nM Ang II uyarimiyla Src aktivasyonu en yiiksek diizeyde
gozlemlenmistir.

3. SHR ve WKY gruplarinda, Src fosforilasyonunun Ang II uyarimi ile AT1
reseptorii lizerinden oldugu goriilmiistiir.

4. SHR ve WKY gruplarinda Ang II uyarimi sonrasinda Src fosforilasyonu,
PKC aktivasyonundan sonra ger¢eklesmektedir.

5. SHR ve WKY gruplarinda Ang II uyarimi sonrasinda Src fosforilasyonu,
NAD(P)H oksidaz aktivasyonundan once ger¢eklesmektedir.

6. Ang Il uyarimi oncesinde ATI1 reseptoriiniin bloke edilmesi ve PKC’nin
inhibe edilmesi fark edilebilir 6l¢iide Src inhibisyonuna sebep olmustur.
Ancak NAD(P)H oksidaz inhibisyonu sonucunda Src aktivasyonunda bir
azalma gerceklesmemistir. Buna bagli olarak PKC ve Src’nin NAD(P)H
oksidaz’1n iist yolaginda oldugu sdylenebilir.

7. WKY grubuna gére SHR grubunda, Ang II uyarimi sonrasinda NAD(P)H
oksidaz enzim kompleksi lizerinden olusan siiperoksit anyonu miktar1 anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Buna bagli olarak hipertansiyonda siiperoksit
anyonu olusumunun arttig1 sdylenebilir.
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