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VDHK : Vaskiiler Diiz Kas Hiicre Kiiltiirii



OZET

Intraselliiler Anjiyotensin II’nin Diyabetik Sican Vaskiiler Diiz Kas Hiicre
Proliferasyonuna Etkisi

Amag: Diyabet ve intraselliiler anjiyotensin II'nin (Ang II) neden oldugu
vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun altinda yatan mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Ayrica diyabet ve hipertansiyonda renin anjiyotensin sistemi
bilesenlerinin intraselliiler ve sistemik olarak arttigi bilinmektedir. Bir¢ok calismada
sistemik Ang II, anjiyotensin II tip 1 reseptorii (ATR1) ve anjiyotensin II tip 2
reseptoriiniin (ATR2) diiz kas hiicre proliferasyonundaki rolii gosterilmistir. Ancak
vaskiiler diiz kas hiicresi tarafindan intraselliiler olarak da sentezlenen anjiyotensin
II'nin proliferasyona etkisiyle ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
diyabetik si¢an vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonuna intraselliiler anjiyotensin II,
ATRI1 ve ATR2’nin etkisi arastirildi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda deney hayvani olarak Wistar albino 180-200
g agirhiginda erkek sicanlar kullanildi. Siganlarin bir kismina streptozotosin 45 mg/kg
intravendz yolla kuyruk veninden verilerek deneysel diyabetik grup olusturuldu. Tim
deneysel uygulamalar Cukurova Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi Etik Kurul kararlarina uygun olarak yapildi. Olusturulan diyabetik ve kontrol
grubu sicanlarin aorta diiz kas dokusundan primer diiz kas hiicre kiiltiirii yapildi. Elde
edilen hiicrelerin bir kism1 Ang II (0,001 pM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100uM
ve 1000 uM), ATR1 antagonisti Olmesartan (1 puM) ve ATR2 antagonisti PD123,319 (1
uM) ile 24 saat muamele edilerek hiicre ¢gogalmasi ve canlilig1 3-(4,5-dimethythiazolyl-
2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ile spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Ang 11 diizeyi hiicre medyumundan ve hiicre lizatindan ELISA kitiyle ol¢iildii.

Bulgular: Normal, diyabetik ve yiiksek glukoz uygulanan vaskiiler diiz kas
hiicresinde (VDKH) 0,1 uM ve 0,01 uM Ang II uygulamasi hiicre proliferasyonunu
anlamli olarak artirdi. Calismamizda normal VDKH’de Ang II, Ang II+PD123,319,
Olmesartan+PD123,319 ve Ang II+Olmesartan+PD123,319 uygulamalar1 hiicre
proliferasyonunda anlamli artisa neden olurken, Ang II+Olmesartan uygulamasi hiicre
proliferasyonunu anlamli olarak azaltti. Ancak diyabetik ve yliksek glukoz uygulanan
VDKH’de Ang II+Olmesartan uygulamasinda azalma goriilmedi. Normal, diyabetik ve
yiiksek glukoz uygulanan VDKH’de ve medyumunda ELISA’yla intraselliiler Ang II
varhigi gosterildi. Calismamizda normal, diyabet ve yiiksek glukozlu intraselliiler ve
hiicre medyumda ol¢iilen Ang II diizeyleri mg/protein olarak hesaplandiginda normal
grupla diyabetik grup arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

Sonu¢: Calismamizda diyabetik VDKH proliferasyonunda artma egilimi
olmasima ragmen hiicre i¢i ve dist Ang II diizeylerinde kontrol grubuna gore fark
olmamasi, diyabetteki proliferasyon, Ang II diizeyleri ve ATR arasinda iligkinin
olmadigim diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Anjiyotensin II, diyabet, diiz kas hiicresi, intraselliiler,
proliferasyon.
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ABSTRACT

Effect of Intracellular Angiotensin II on Diabetic Rat Vascular Smooth Muscle
Cell Proliferation

Background: The mechanism underlying vascular smooth muscle cell
proliferation caused by diabetes and intracellular angiotensin II (Ang II) is not fully
understood. It is also known that components of the renin angiotensin system in
diabetes and hypertension increase intracellularly and systemically. Many studies have
shown the role of systemic Ang II, angiotensin II type 1 receptor (ATR1) and
angiotensin II type 2 receptor (ATR2) in smooth muscle cell proliferation. However,
there has not been enough studies about the effect of angiotensin II, which is
synthesized intracellularly by vascular smooth muscle cell on proliferation. Therefore,
the effect of intracellular angiotensin II, ATR1 and ATR2 on diabetic rat vascular
smooth muscle cell proliferation was investigated.

Materials and Methods: We used Wistar albino male rats weighing 180-200 g
as experimental animals. An experimental diabetic group was formed by administering
streptozotocin 45 mg/kg intravenously via a tail vein of the rats. All experimental
applications were made in accordance with the decisions of the Ethical Committee of
the University of Cukurova Experimental Medicine Research and Application Center.
Primary smooth muscle cell culture was performed from the aorta smooth muscle tissue
of the diabetic and control group of rats. Some of the obtained cells were treated with
Ang 11 (0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM and 1000 uM), ATRI
antagonist Olmesartan (1 uM) and ATR2 antagonist PD123,319 (1 uM) for 24 hours to
evaluation of cell proliferation and viability spectrophotometrically with 3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Ang II level was
measured in cell medium and cell lysate by ELISA kit.

Findings: In normal, diabetic and high glucose treated vascular smooth muscle
cell (VDKH), 0,1 uM and 0,01 uM Ang II application significantly increased cell
proliferation. In our study, Ang II, Ang II+PD123,319, Olmesartan+PD123,319 and
Ang II+Olmesartan+PD123,319 resulted in a significant increase in cell proliferation
whereas Ang II+Olmesartan administration significantly decreased cell proliferation in
normal VDKH. However, there was no decrease in Ang II+Olmesartan administration
in VDKH with diabetic and high glucose. Intracellular Ang II was detected with ELISA
in VDKH and medium with normal, diabetic and high glucose. In our study, Ang II
levels measured in normal, diabetic and hyperglucose intracellular and cell media were
calculated as mg/protein, but no significant difference was found between normal group
and diabetic group.

Conclusion: Although there was an increased tendency in diabetic VDKH
proliferation in our study, the difference between intracellular and extracellular Ang II
levels compared to the control group suggests that there is no relationship between
diabetes proliferation, Ang Il levels and ATR.

Key Words: Angiotensin II, diabetes, smooth muscle cell, intracellular, proliferation.

Xii



1. GIRIS

Renin Anjiyotensin Sisteminin (RAS) kardiyovaskiiler fizyolojide, kalp krizi,
atheroskleroz ve hipertansiyon gibi sik goriilen kardiyovaskiiler hastaliklarin
fizyopatolojisinde dnemli roliiniin oldugu belirtilmektedir.'” Sistemik RAS bilesenleri
dolasima salgilanmakta ve bazi1 enzimler araciligiyla substratlarinin doniistimi
gerceklesmektedir.” Ancak yakin zamanda yapilan bilimsel c¢ahismalarda RAS
bilesenlerinin ve enzimlerinin birgok hiicrede intraselliiler olarak sentezlenebildigi ve
substratlarin birbirine doniistimiiniin gerceklestigi gosterilmistir. Ayrica sentezlendigi
hiicre iizerinde otokrin etkisinin oldugu belirtilmektedir.* Sistemik RAS kan basincimin
diizenlenmesini, antidiiiretik hormon (ADH) salinimini, tuz ve su tutulumunu
saglamaktadir. Vaskiiler diiz kas hiicresi, kardiyomiyosit, yag dokusu ve beyin gibi
bircok yerde RAS bilesenlerinin intraselliiler olarak sentezlenebildigi gosterilmistir.*
RAS’1 olusturan bilesenler hem sistemik hem de lokal olarak sentez edilip vaskiiler
dokunun endotel, media ve adventisya tabakasinda etkilerini gosterebilmektedir. Lokal
RAS wvaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasina, biiyiimesine, apopitozuna ve
inflamasyonuna neden olmaktadir.’ Anjiyotensin II (Ang II) de bu bilesenlerden bir
tanesi olup kan basincinin diizenlenmesi, aldosteron salinimi, vazokonstriksiyon,
vaskiiler diiz kas hiicresinin ¢ogalmasi, biiyiimesi ve inflamasyonu gibi fizyolojik ve
fizyopatolojik siireclerde onemli rol oyna1ma1<‘[ad1r.6’7 Ayrica sistemik ve intraselliiler
olarak sentezlenebilen Ang II’nin de endotel hiicrelerinin fonksiyonunu bozarak ve diiz
kas hiicrelerinin ¢cogalmasini uyararak ateroskleroz ve hipertansiyon gelisimine neden
oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir.'

Ang II, hiicre iizerindeki etkilerini reseptorleriyle gerceklestirmekte olup en az
dort alt tipi arastirmalarda gosterilmistir. Bunlar anjiyotensin II tip 1, tip 2, tip 3 ve tip 4
reseptoriidiir. Ang II vaskiiler doku {izerine etkilerini G proteini araciligiyla
gijstermektedir.8 Anjiyotensin II tip 1 reseptoriiniin (ATR1) uyarilmasiyla inozitol-3
fosfat (IP3) ve diacilgliserol (DAG) olusturarak vazokonstriksiyon, hiicre ¢ogalmasi,
biiylimesi ve yeni damar olusumunu saglayan bir¢ok sinyal yolagini aktive etmektedir.
Tirozin kinaz reseptOrlerinin uyarilmasiyla birlikte mitojen aktive protein kinaz
(MAPK), protein kinaz C (PKC), NADPH oksidaz ve reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS)
olusumu artmaktadir.®” Anjiyotensin II tip 2 reseptdrii (ATR2) araciligiyla da serbest



radikal olusumunu azaltarak hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir.°

Diyabetes mellitus, insiilin eksikligi veya direnciyle karakterize bir grup
metabolik hastalik olup 6zellikle kardiyovaskiiler ve renal sistemde bozukluklara yol
acmaktadir.'"” RAS’in diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarmnin
olusumunda rolii olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica Ang II'nin de diyabetes mellitusun
vaskiiler komplikasyonlarindan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir.'"'*

Hem sistemik hem de lokal olarak sentez edilip etki gosteren Ang II'nin saglikli
ve diyabetik vaskiiler diiz kas hiicresi {izerine intraselliiler etki mekanizmalar1 tam
olarak aydmla‘ulamamls‘ur.13 Bu nedenle caligmamizda saglikli ve diyabetik sican
vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonuna Ang II, ATR1 ve ATR2’nin etkisinin
arastiritlmasi amaclandi. Calismamizda streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet modeli
olusturulan si¢anlarin torasik aortasindan primer diiz kas hiicre kiiltiirii (DKHK) yapildi.
Elde edilen 4. ve 8. kusak arasindaki hiicreler Ang II, ATR1 antagonisti (Olmesartan)
ve ATR2 antagonisti (PD123,319) ile 24 saat muamele edildikten sonra hiicre
cogalmasit ve canliligi 3-(4,5-dimethythiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) yontemiyle spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Ayrica hem saglikli DKHK hem
de diyabetik DKHK’den elde edilen hiicre lizatindan ve medyumundan Ang II diizeyi
ELISA yo6ntemiyle 6l¢iim yapilarak belirlendi.

Diinyada en yaygin oliim sebepleri arasinda olan diyabet ve neden oldugu
komplikasyonlar Ozellikle ilerleyen yaglarda ortaya c¢ikmakta ve bireylerin yasam
kalitesini olumsuz etkilemektedir. Ayrica diyabetin tedavisi i¢in iilke ekonomisinden
ciddi biitgeler ayrilmaktadir."* Bu nedenle ¢alismanizda olusturulan deneysel diyabetik
hayvan modelinde degisen intraselliiler Ang II konsantrasyonunun diyabetle iliskisi ve
ATR1 ve ATR2’lerin vaskiiler diiz kas hiicre fonksiyonu {izerine etkisi incelenmis olup
elde edilen veriler diyabetin fizyopatolojisinde intraselliiler Ang II, ATR1 ve ATR2’nin
roliiniin aydinlatilmasinda etkili olabilir. Ayrica diyabetin makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarinin fizyopatolojik mekanizmalarinin molekiiler ve
hiicresel diizeyde aydinlatilmasina 1s1k tutacak olup sosyal ve ekonomik olarak olumsuz
sonuglart olan diyabetin kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin onlenmesine ve yeni

tedavi metotlarinin gelistirilmesine olumlu katkilar saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sistemik Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS)

Renin Anjiyotensin Sisteminin (RAS) kalp ve bobrek hastaliklarindaki 6nemli
rolii ve temel bilesenleri 1970’11 yillarin baslarinda kesfedilmis olup o yillardan itibaren
de bilim insanlar1 bu konuyu yogun bir sekilde calismislardir.”” Bu calismalarda
anjiyotensin II'nin (Ang II) kalp ve bobrekler iizerine olumsuz etkilerinin oldugu ayrica
plazma renin aktivitesi yiiksek olan kisilerin inme ve kalp krizi gibi kardiyovaskiiler
hastalik gecirme olasiliginin renin diizeyi diisiik olanlara gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir.”'® Bununla birlikte RAS 1a ilgili molekiiler ve hiicresel diizeyde bilimsel
aragtirmalar devam etmekte ve konuyla ilgili bilgilerimiz hizla artmaktadir.

RAS’n kardiyovaskiiler sistemde olusan fizyolojik ve fizyopatolojik siireclerin
diizenlenmesinde temel rol oynadigi belirtilmektedir. Kan basincinin diizenlenmesi, su
ve elektrolit homeostazinin saglanmasi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi,
biiyiimesi ve inflamasyonu RAS’mn iistlendigi gérevlerden sadece birkac tanesidir."'®
RAS’la ilgili olarak klasik bilgi bilesenlerinin belli organlarda enzimler ve substratlar
yardimiyla tretilerek kan dolasimina salinmasiyla ortaya c¢ikan sistemik endokrin
etkileridir. Ancak son yillarda bu sistemin etkilerinin sadece sistemik olarak
gerceklesmedigi RAS bilesenlerinin ¢esitli organ, doku ve hiicrelerde intraselliiler
olarak sentez edildigi ve sistemik RAS’tan bagimsiz olarak diizenlendigi, lokal parakrin
ve otokrin etkilere sahip oldufu arastirmalarda gosterilmistir.” Ayrica RAS’1n
hipertansiyon, ateroskleroz, anjiyoplasti sonrasi restenoz ve kalp yetmezligi gibi gesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ve ilerlemesine neden oldugu ¢ok sayida
calismada Vurgulanmaktadlr.17 RAS’la iliskili kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarini
tedavi etmek i¢in de bu sistemin bilesenlerini inhibe edici ilaglar gelistirilmistir.
Ozellikle Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE), Anjiyotensin II reseptorleri (ATR)
ve renin blokerleri hipertansiyon, kalp yetmezligi ve diyabetik nefropati tedavisinde
kullanilan giincel ilag tedavileri arasinda yer almaktadir.'®

RAS’1n temel bilesenleri 1) Biiyiik bir globiiler protein olan anjiyotensinojen 2)
Anjiyotensinojenin bir dekapeptit olan Anjiyotensin I (Ang I)’e doniisiimiinii saglayan
renin, 3) Ang I’i bir oktapeptit olan Ang II’ye ceviren karboksipeptidaz grubunda yer

alan enzimlerden ve membran bagimli metalloproteinaz olan ACE, 4) RAS’1n temel



efektor peptidi Ang II ve 5) Ang II'nin hiicresel etkilerinden sorumlu ATR’lerdir. Bu
temel bilesenlerinin disinda RAS hakkinda bilgiler giderek artmaktadir. Farkli ATR ’ler
(ATR1, ATR2, ATR3, ATR4) ve bu reseptorlerin aktivasyonuyla ortaya c¢ikan sinyal

yolaklari tanimlanmistir.*?° (Sekil 1)
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Sekil 1. Sistemik Renin Anjiyotensin Sistemi.’

Ayrica Ang I'i Ang I’ye yikan ACE yaninda bir serin proteaz enzimi olan
karboksipeptidaz, kimaz ve katepsin G de bulunmaktadir. Ang II aminopeptidazlar ile
Ang III, Ang IV ve Ang (1-7) olusmaktadir. Ang (1-7)’nin vaskiiler yapiy1 koruyucu



etkilerinin oldugu belirtilmektedir.*'*?! Ayrica ACE2’nin Ang (1-9) olusumunu
sagladigi belirtilmektedir. ACE’nin bobrek damarinin endotel tabakasi, kalp,
hipotalamus ve aortada bulundugu gosterilmistir. Bu yolun ACE araciligiyla Ang II

olusumunun karsit diizenleyicisi olabilecegi de belirtilmektedir.’

2.1.1. RAS Bilesenleri

2.1.1.1. Anjiyotensinojen

Anjiyotensinojen renin icin temel bir substrat olup karaciger lobiillerinde
bulunan perisantral zondan sentezlenmektedir. "’ Ayrica beyaz yag dokusunda
sentezlenen anjiyotensinojenin sistemik dolasima katilmakla beraber lokal etkilerinin de

oldugu belirtilmektedir.”

Dolasimdaki  anjiyotensinojen, bdbrekte bulunan
jukstaglomeriiler hiicreler (JGH) tarafindan sentezlenen renin enzimiyle Ang I'e
dontstiirilmektedir. Anjiyotensinojen, plazmanin a2-globulin grubunda yer alan bir
glikoproteindir. a-antitripsin’le benzerlikleri ¢ok fazla olup serin proteaz inhibitorleri
siiperailesindendir. Dort yiiz elli iki aminoasit kalintisindan olusup, ortalama % 13-14

oraninda karbonhidrat icermektedir.****

Dolasimdaki seviyesinin inflamasyon, insiilin,
glukokortikoid, tiroid hormonlari, Ostrojenler, bircok sitokin ve Ang II ile arttig
gosterilmisitir.”® Anjiyotensinojen seviyesinin kan basinci ve beden kitle indeksiyle
iligkili oldugu da belirtilmektedir. Anjiyotensinojen her ne kadar karacigerde sentez
edilse de saglikli kan damarlarinin mediyal diiz kas tabakasinda da mRNA ekspresyonu

gosterilmistir.'>*

Anjiyotensinojenin damar duvarinda sentez edilip difiizyonla
vaskiiler duvar1 gectigi ve vaskiiler reninle de bu sekilde temas ettigi calismalarda
belirtilmektedir. Ayrica sicanlarda balon hasarlamasi yapildiktan sonra hasarli kan
damarlarinda yeni intima olusumu goriilmiis olup, bu tabaka ve mediasinda
anjiyotensinojen mRNA’sinin arttig1 saptanmistir. Anjiyotensinojen mRNA’sinin fare,
sigan, kopek ve insan kalbinde, sigan beyninde ve bircok tiirde testikiiler dokuda da

lokal olarak bulundugu tespit edilmistir.”

2.1.1.2. Renin
Renin, Fin fizyolog Robert Tigerstedt ve Isvegli Ogrencisi Per Bergman

tarafindan 1898 yilinda kesfedilmistir.”** Glikoproteolitik bir enzim olup, Ang II



olusumunda ilk basamak olan anjiyotensinojenin Ang I’e déniisiimiinii saglamaktadir.
Proteaz bir enzim olan renin, bobregin JGH’sinde iiretilmektedir. JGH’ler afferent
arteriyoliin duvarinda bulunan 6zellesmis diiz kas hiicreleridir. JGH, graniiler hiicre
olarak da bilinmektedir. Makula densa ve ekstramediiller mezensimal hiicrelerle birlikte
jukstaglomertiler aparati (JGA) olusturmaktadir. Sistemik kan hacminde, arteryel kan
basincinda, makula densada NaCl miktarinda ve renal perfiizyonda azalma renin
salinimini uyarmaktadir.®*® Protein yapili hormonlar gibi renin de preprohormon olarak
sentezlenmektedir.”’ Preprorenin 406, prorenin 383, renin ise 340 aminoasit kalintist
icermekte ve agirligi 37-40 kDa’dir. Preprorenin sinyal peptidinin uzaklagsmasiyla ve
glikozilasyonla diiz endoplazmik retikulumda prorenine doéniismektedir.?” Proreninin bir
kismi graniillerde depolanip 43 aminoasit segmentinin uzaklastirilmasiyla renin olarak
bir kism1 da golgi aparatindan prorenin olarak salgilanmaktadir.”® Proreninin biyolojik
aktivitesi varsa da ¢ok azdir.” Insanlarda dolasimdaki prorenin seviyesinin artigi
diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarla iligkilendirilmistir. Prorenin overler dahil
bircok organdan da salgilanmaktadir. Aktif reninin dolasimdaki omrii yaklagik 80
dakikadir. Bilinen tek gorevi ise anjiyotensinojenin aminoterminal ucundan, bir
dekapeptit olan Ang I’ aylrmaktlr.25 Glinlimiizde renin salgilanmasini baskilayan ve
hipertansiyon tedavisinde kullanilan pepstatin peptidi ve enalkiren gibi renin
inhibitérleri bulunmaktadir. indometazin gibi prostaglandin sentez inhibitorii ve
propranolol gibi B-adrenerjik blokeri de renin salgilanmasini bloke etmektedir. Bircok
tiirde renin mRNA’sinin kalpte, vaskiiler dokuda, beyinde ve overlerde bulundugu
gosterilmistir. Ayrica prorenin ve reninin hiicre i¢ine mannoz-6-fosfat reseptorleri
(M6P)  araciligiyla  girebildigi  belirtilmektedir. M6P’nin  neonatal  sican
kardiyomiyositlerinde ve insan endotel hiicrelerinde prorenin ve renine baglandigi
gosterilmistir.  M6P, insiilin benzeri biiylime faktorii II internalizasyonuna ve
inaktivasyonuna sebep olmaktadir.”* Renin reseptorlerinin hem renine hem de prorenine
baglanabilme 6zelligi olup kalp, beyin, plasentada bol miktarda bulundugu az da olsa
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bobrek ve karacigerde bulunabildigi belirtilmektedir. Renin reseptorlerinin

inhibisyonu RAS’la iliskili hastaliklarin tedavisinde yeni hedef olarak gosterilmektedir.’



2.1.1.3. Anjiyotensin Déniistiiriicii Enzim (ACE)

Ang I bir dekapeptit olup, ACE tarafindan gii¢lii vazokonstriktor olan Ang II'ye
déniistiiriilmektedir.’' ACE, dipeptidil-karboksipeptidazdir. Ayrica kininaz II olarak da
bilinmektedir. Ayn1 zamanda ¢inko metallopeptidaz grubu enzim ailesindendir. Enzimin
yapisinda bulunan ¢inko katalitik reaksiyonlarin hidroliz basamaginin gergeklesmesini
saglamaktadir.® Endotelyal formu igin molekiiler agirhg 140-160 kDa arasinda
degisirken testikiiler formu ic¢in 90-100 kDa arasindadir. ACE’nin serum, akciger,
seminal sivi1 ve plazma gibi bir¢cok yerde bulundugu gosterilmistir. Ang Il olusumunu
saglayan bu enzimin biiyilk kismi endotel hiicrelerinde bulunmaktadir. Kanin
akcigerlerden gecisi sirasinda doniisiimiin biiylik kismi gerceklesse de viicudun bir¢ok

bolimiinde bu doniisimiin oldugu belirtilmektedir.”

Deneysel hipertansiyonda
vaskiiller ACE’nin artmasiyla ilgili olarak tartismalar siirmektedir. Bir¢ok yayinda
vaskiiler ACE’nin iki bobrek tek klip hipertansif siganlarda arttigi gosterilmistir fakat
spontan hipertansif sicanlarda ise bu artig dogrulanamamls‘ur.6 Birgok canli tiirlinde
(insan, kopek ve tavsan) ACE iiretiminin endotel ve adventisya tabakasinda da oldugu
gosterilmistir.”>  Vaskiiler diiz kas hiicre ve endotel hiicre kiiltiirlerinde ACE
konsantrasyonunun yiiksek oldugu ifade edilmistir” ACE ayni zamanda giiclii bir
vazodilator olan bradikinini de inaktif hale getirmektedir.® Hipertansiyonda ACE
inhibitorii kullanimiyla artan bradikinin diizeyleri, hastalarin % 20’sinden fazlasinda
oksiiriik olusumuna neden olmaktadir. Kaptopril ilk olarak bulunan ACE inhibitorii olup

hipertansiyon, kalp yetmezligi, diyabetik nefropati gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde

siklikla kullanilmaktadir. 332

2.1.1.4. Anjiyotensin II

Ang II, 8 aminoasitten olusan gii¢lii bir vazoaktif peptit olup ¢ok hizli sekilde
metabolize olmaktadir.” Insan dolasiminda 1-2 dakika icerisinde yikilmaktadir. Ang II,
Ang I’'in ACE’yle yikilmasiyla olusmakta olup aminopeptidaz enzimleriyle Ang III ve
Ang IV’e de parcalanabilmektedir. Bununla birlikte Ang I ve Ang II farkli enzimatik
yollarla da olusabilmektedir. Ang I, tonin ve katepsin gibi enzimler araciligiyla
meydana gelmektedir. Ayrica Ang I’den Ang II olusurken tripsin, katepsin ve kimaz
enzimi gorev alabilmektedir. Ang II, RAS’mn temel efektor molekiiliidiir.”* Kan

basincinin, tuz, su ve vaskiiler homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip



olup, damar duvarinin fizyolojik ve patolojik siireglerinde gorev almaktadir.'®** Ang 1I,
sistemik etkilerinin yaninda biiyiime, migrasyon ve fibrozis gibi hiicresel diizeyde
vaskiiler yeniden sekillenmede de rol oynamaktadir.”” Ang II'nin kalp, bobrek, damar
ve beyin gibi organlar Tlizerine olumlu etkilerinin yaninda olumsuz etkileri
bulunmaktadir.>* Bircok calismada ateroskleroz gelisimine Ang II'nin hemodinamik
etkileri yaninda hiicresel olarak da etkili oldugu belirtilmistir. Ang II temel etkisini
vaskiiler diiz kas hiicresinde olmakla birlikte endotel hiicrelerinde bulunan anjiyotensin
Il reseptorlerine (ATR) baglanarak etkilerini gosterebilmektedir.” Ang II, vaskiiler diiz
kas hiicresinde ATR1’e baglanmasiyla vazokonstriksiyon, diiz kas hiicresinde biiylime,
kontraksiyon, hipertrofi, migrasyon, fibrozis, lipid oksidasyonu ve sitoplazma
iskeletinin yeniden diizenlenmesi gibi etkilere sahiptir.”> ATR2’ye baglanmasiyla nitrik
oksit (NO) salimmmim1 artirarak vazodilatasyona, hiicre proliferasyonunda ve
bityiimesinde azalmaya neden olmaktadir.'***® ATR1 aracili etkilerin hipertansiyon,
ateroskleroz, tromboz ve inflamasyon gibi patolojik siireclere neden oldugu
belirtilmektedir.'” Yapilan in vivo calismalarda da, sicanlara 2 hafta boyunca Ang II
uygulanmasiin hipertansiyona ve vaskiiler diiz kas hiicresinde hipertrofiye neden

oldugu gosterilmistir.”’

2.1.1.5. Anjiyotensin II Reseptorleri ve Vaskiiler Etkileri

Anjiyotensin II reseptorleri, G proteini aracilifiyla etkilerini gostermekte olup
dort alt tipi vardir (ATR1, ATR2, ATR3 ve ATR4).28 Bu dort alt tipten en fazla ATR1
ve ATR2 iizerine ayrmtili galismalar yapilmustir.'*® ATR1’lerin bobrek, beyin, adrenal
bez, trombositler, yag hiicreleri ve plasentada bulundugu gdsterilmistir.'”> ATR2’ler
daha ¢ok beyinde yerlesmistir. ATR2 fotal ve neonatal dokuda yetiskin dokulara gore
daha fazla bulunmaktadir; postnatal hayatta reseptdr sayist giderek azalmaktadir.'®*®
Uterus, adrenal bez, kardiyomiyositler ve fibroblastlarda ATR2’lerin diisiik seviyede de
olsa bulunabildigi belirtilmektedir. ATR3, noro2A noroblastoma hiicre hattinda
bulundugu bildirilmektedir.">*®* ATR4’iin de kalp, akciger, bobrek ve karacigerde
bulundugu sadece Ang IV’e baglandigi ATR1 ve ATR2 blokerlerine herhangi bir
affinitesinin olmadig1 gosterilmistir.™®

ATRUI’in yaklasik olarak 50 kDa, ATR2’nin ise 44 kDa agirliginda oldugu
belirtilmektedir. Ang II’'nin ATR1’e baglanmasiyla Ang II-ATR1 hizl1 bir sekilde hiicre



sitoplazmasina gecerken, agonistle uyarilmasiyla da desensitizasyon ger¢eklesmektedir.
Reseptor plazma membranina tekrar donerken Ang II, lizozom ve hiicre ¢ekirdegi gibi
intraselliiler lokalizasyonlara gitmektedir.”” Ancak ATR2’de ATR1’de gbriilen
internalizasyon ve desensitizasyon gerceklesmemektedir.> Ang II'nin  akut
kardiyovaskiiler etkileriyle ATR2 ilisksinin daha az oldugu bildirilmektedir. Bu iki
reseptor tipinin iglevsel olarak da birbirlerine zit etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ang
I, ATR1 araciligiyla hiicre ¢cogalmasi, biiylimesi, yeni damar yapilarinin olugmasi ve
vazokonstriksiyon gibi etkiler gosterirken, ATR2 araciligiyla hiicre ¢ogalmasi ve
biiyiimesini engelleyici etkilerinin oldugu belirtilmektedir.”> Ayrica ATR2’lerin santral
sinir sisteminde norotrofik etkilerinin oldugu bildirilmektedir.' Bununla birlikte
ATR2’nin, Ang II’'nin ATRI1 aracili baz1 etkilerinin karsit diizenleyicisi olarak énemli
bir rolii olabilecegi de diisiiniilmektedir’>. ATR2 nin kanser, tip 2 diyabetes mellitus®,
spinal kord hasarlanmasi*!, diyabetik nefropati’’, inflamasyon* ve doku
hasarlanmalarina® kars1 koruyucu etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir.” ATR2’lerin
aktivasyonu endotel hiicrelerinde NO sentezini artirarak ¢cGMP ile vazodilatasyona
neden olurken, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antioksidan etkileri bulunmaktadir. Ayni
zamanda ATR2’ler bobrekte bradikinin, NO, prostaglandin iiretimini artirmaktadir.”'>*
Hasarli arterlerin yeni intima tabakasinda onemli miktarda ATRI1 bulunmaktadir.
ATRT’in ATR1A ve ATRIB olarak da alt tipleri mevcut olup, ATR1A daha cok
kardiyovaskiiler dokularda bulunurken, ATR1B adrenal ve hipofiz bez gibi endokrin
dokularda bulundugu c¢alismalarda gésterilmistir.15 Bununla birlikte arastirmalarda
Wistar sigsman siganlarin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde normal saglikli sicanlarla
karsilastirildiginda sisman sicanlarda ATR1 ve ATR2 yogunlugunun anlamli olarak
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Makrofaj ve endotel hiicre kiiltiirlerinde de ATR1’ler

saptanmugtir.”

2.1.2. Anjiyotensin II Reseptor Blokerleri (ARB)

Ilk ARB 1980°li yillarin basinda Takeda Kimyasal Sirketinde calisan
arastirmacilar tarafindan bulunmustur. Yapilan caligmalarda, tavsandan izole edilen kan
damarinda Ang II ile olusturulan vazokonstriksiyon 10 uM maksimum dozda imidazol
yapidaki bu ila¢ ile ancak % 38 oraninda inhibe edilebilmistir. Daha sonraki

caligmalarda 1 uM konsantrasyonda bulunan imidazol-5-asetik asit derivesi % 100



inhibisyon saglamistir. Giiniimiizde giiclii, selektif ve oral olarak kullanilabilen ATR1
antagonistleri hipertansiyonu tedavi etme, diyabet ve aterosklerozun neden oldugu
organ hasarlarini azaltma amaciyla kullanilmaktadir. ACE inhibitorleri de bu amaclarla
kullanilabilmektedir. Ancak ARB’ler ACE inhibitorlerine kiyasla daha spesifik blokaj
yapmas1 ve tolere edilebilirliklerinin yiiksek olmasiyla daha avantajlidir. Giintimiizde
losartan, valsartan, olmesartan, telmisartan, irbesartan kardiyovaskiiler bir¢ok hastaligin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.>®** ATR1 blokerleri ATR1 e yiiksek afinite
ile baglanmakta ve genellikle ATR2’ye gore en az 10.000 kat daha se¢icidir. Hemen
hemen ATR2’lere affinitesi yok denilecek kadar azdir. ARB'ler icin ATRI1 afinitesi
kandesartan = olmesartan > irbesartan = eprosartan > telmisartan = valsartan = EXP
3174 (losartanin aktif metaboliti) > losartan seklinde siralanmaktadir.”’®
Ik bulunan ve oral olarak kullanilan ATR1 antagonisti losartandir. Klinik olarak
en fazla veri elde edilen ARB’dir. [n vitro galismalarda losartanin ATR1’e baglanmak
icin Ang II (20 nmol/L) ile yaristig1 ve % 50 oraninda inhibisyon yaptig1 gosterilmistir.
Ayrica Losartanin EXP 3174 isminde aktif metabolitinin oral biyoyararlanimi c¢ok
azdir.”"®
Olmesartan medoksomil, inaktif ester yapida on ilagtir. Oral uygulamadan 1,4-
2,8 saat sonra plazma seviyelerinde pik elde edilmekte ve yarilanma omrii 10-15 saat
oldugu belirtilmektedir. Bobrek yetmezligi ve karaciger hastaliklar1 olmesartanin
plazma klirensini azaltsa da hafif ila orta derecede bobrek veya karaciger yetmezligi
olan hastalarda herhangi bir doz ayarlamasina gerek duyulmamaktadir. Olmesartan
medoksomil’in oral dozu giinde bir kez 20-40 mg'dir.”’ Olmesartan ATR1lere
ayrilmayacak sekilde baglanip inhibe etmektedir. Klinik olarak ARB’ler cok iyi tolere
edilmekte ve ilk doz hipotansiyon yapmamaktadir. Bunun yaninda ARB’lerin oksiiriik
yapmamalart ACE inhibitorlerine gore iistiin yanlaridir. RAS inhibitorleri Sekil 2°de
gosterilmektedir. ARB’lerin vaskiiler doku iizerine olumlu etkileri in vivo ve in vitro
yapilan caligsmalarda belirtilmektedir.*®* ATR1 blokajinin diyabetik sisman siganlarda
hiicre proliferasyonunu ve insiilin sinyal yolaklarini inhibe ettigi gosterilmistir. Buna
karsin ATR2 aktivasyonunun ATR1’e zit etkilere sahip oldugu belirtilmektedir. ATR2
agonistleri tek baglarina kullanildiginda kan basinci iizerine direk etkilerinin oldugunu

gosteren yeterli bilgi bulunmamaktadir. ATR2’nin uyarilmasi ile kan basincinda
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degisiklik goriilmemesine ragmen hipertansiyonun indiikledigi vaskiiler bozukluklarda

(remodelling) etkisinin olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Anjivotensinojen
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Sekil 2. RAS Inhibitorleri.’

Diyabetin neden oldugu hipertansiyonun tedavisinde ATR1 blokerleri
kullanilmasimin kan basincinmi azalttigini bildiren in vivo ¢alismalar literatiirde mevcut
olup in vitro c¢aligmalarda ATR1 blokerlerinin vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirii

uygulamalarinda hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir.*®
2.1.3. Anjiyotensin II’nin Vaskiiler Etkileri

Ang II’nin akut hemodinamik etkilerinin yaninda vaskiiler tonus {izerine etkileri

bulunmaktadir. Bununla birlikte vaskiiler hiicrelerin ¢ogalmasina, migrasyonuna ve
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ekstraseliiler matriks olusumuna neden olmaktadir. Ang II bu etkilerinin ¢ogunu
ATR1’lere baglanarak gergeklestirmektedir.” Ang II'nin ATRler aracihigiyla vaskiiler
hiicreler iizerine direkt etkileri yaninda, intraselliiler sinyal yolaklarinin vazoaktif
ajanlarla ve biiyiime faktorleriyle etkilesimi sonucu indirekt etkileri bildirilmektedir.
Ang II’'nin ATR1’e baglanmasiyla hiicre biiyiimesi, vaskiiler kontraksiyon, inflamatuar
yanit, su ve tuz tutulumu gergeklesirken, ATR2’lere baglanmasiyla apoptoz,
vazodilatasyon ve natrilirez meydana gelmektedir. Ang II'nin ATR1’le birlesmesiyle
saniyeler igerisinde fosfolipaz C enzimi aktiflesip fosfoinozitol 4,5-bisfosfat1 (PIP2)
hidrolize etmesiyle inozitol 1,4,5 trisfosfat (IP3) ve 1,2 diacil gliserol (DAG)
olusmaktadir.*® DAG olusumu bifaziktir. Erken fazda iiretilen DAG, fosfolipaz C
enziminin aktivasyonuyla ger¢eklesirken ge¢ donemde iiretilen ve toplam DAG’nin
bityiik kismu ise fosfolipaz D enzimi araciligiyla gergeklesmektedir. Tkinci mesajcilar
hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 kontrol etmektedir. Bu akut etki saniyeler icerisinde
baslamakta ve iki dakika icerisinde sonlanmaktadir. Bircok hiicre tipinde IP3 hiicre i¢i
kalsiyuam deposu olan endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimimma neden
olmaktadir. IP3 ile kalsiyum mobilizasyonu DAG’a goére daha hizli
gergeklesmektedir.7’29 DAG ise kalsiyumla birlikte protein kinaz C’yi aktive ederek
cesitli hiicresel proteinlerin aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica protein kinaz C
Na'/H" degistiricisini uyararak hiicre ici pH’smi, serbest Na® ve Mg2+ miktarini
degistirmekte ve src kinaz ailesinin aktivasyonunu saglamaktadir. Bu olay sonucunda
hiicre icerisine Ca®* girisi ve hiicre i¢ci Ca®* mobilizasyonu artmakta bdylece hiicre
icinde serbest Ca** konsantrasyonu artmaktadir. Ayrica Ang II'nin hiicre igerisinde
kalsiyum artisin1 sagladig: diger yolaklar halen aydinlatilamamigtir. Fakat voltaj bagiml
ve reseptor aracili kalsiyum kanallari, kalsiyum araciligiyla aktive olan kalsiyum
kanallar1 ve Na*/Ca®* degistiricisinin aktivasyonuyla hiicre ici kalstyumun arttig1 ileri
stiriilmektedir. Rodent vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ATR1A ve ATR1B’nin kalsiyum
sinyalizasyonunu diizenledigi belirtilmektedir.” Diiz kas kiiltiir hiicrelerinde ATR1’in
uyarilmast ile hiicre icinde serbest Ca®* diizeyinde artis oldugu bilinmektedir. Ayrica
Ang II, fosfolipaz D, fosfolipaz A2 aktivasyonu, mitojenle aktiflesen protein kinaz
(MAPK), tirozin kinaz, RhoA/Rho kinaz sinyal yolaklarin1 aktive ederek diiz kas
hiicresinde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir.>* Bu sinyal

yolaklarinin aktivasyonu dakikalar igerisinde gerceklesen stiregler olup oksidatif stres
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olusumu, protoonkogen ekspresyonu ve protein sentezi gibi siire¢ler ise saatler
icerisinde meydana gelmektedir.”’ Bu sinyal yolaklarma ek olarak Ang II biiyiime
sinyallerinde ve inflamasyonda gorevli ¢ok sayida intraselliiler tirozin kinazi aktive
etmektedir. Src, Pyk2, p130Cas, FAK (Focal adhesion kinase) ve JAK/STAT (Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription) hiicre ici tirozin
kinazlardandir. Bu olaylar PDGFR (platelet derived growth factor receptor), EGFR
(epidermal growth factor receptor), IGFR (insulin growth factor receptor) gibi tirozin
kinaz reseptérlerini direkt veya indirekt olarak aktive etmektedir.”'* Ang II, NADPH
oksidaz1 da aktive ederek reaktif oksijen radikallerinin olusumuna neden olmaktadir.
NADPH oksidaz enzimi NADH ve NADPH’da bulunan elektronlari molekiiler oksijene
aktararak siiperoksit anyonu olusumunu saglamaktadir. Ancak NADPH oksidazin
etkileri ge¢ ortaya cikmakta ve enzimin tespit edilebilmesi ancak Ang I
uygulamasindan 60 dakika sonra miimkiin olmaktadir.”*’ Ayrica vaskiiler hiicrelerde
yapilan in vivo ve in vitro c¢aligmalarda Ang II’nin kollajen, fibronektin,
glikozaminoglikan, kondroitin ve dermatan stilfat {iretimini arttirarak hipertrofi ve
hiperplaziye neden oldugu gosterilmistir. Bu etkileri ERK-1/ERK-2 (extracellular
signal-regulated kinase) bagimli sinyal yolaklar1 aracihiiyla gergeklestirdigi
belirtilmektedir.” Ang II'nin hiicre biiyiimesini ve ekstraselliiler matriksin yapisini
yeniden diizenleyerek wvaskiiler duvarin yapisii ve bitiinliigiinii  etkiledigi
bildirilmektedir. Boylece vaskiiler dokuda proliferasyon yolaklarinin aktivasyonunu ile
patolojik siirecleri baslatmaktadir.*® Ang II'nin akut etkileri su, tuz homeostazini ve
vazokonstriksiyonu diizenleyerek kan basincini ayarlarken, kronik etkileri vaskiiler diiz
kas hiicresinde hiperplaziye, hipertrofiye ve migrasyona neden olmaktadir. Tip 2
diyabet, obezite, hipertansiyon ve ateroskleroz gibi patolojilerin sonucunda vaskiiler
dokuda erken donemde endotel disfonksiyonunun ortaya c¢iktig1 belirtilmektedir.
Endotel disfonksiyonunda Ang II aracili sinyal yollaklar1 tam olarak bilinmemektedir.
Ancak yakin zamanda yapilan ¢alismalarda Ang II’nin vaskiiler etkilerinin ATR1 aracili
olarak NO fonksiyonu ve reaktif oksijen radikalleri arasindaki dengeyle ilgili
olabilecegi bildirilmektedir. Kiiltiir endotel hiicrelerinde Ang II uygulamasiyla ATR1
aracili olarak NO’nun artti1 bu durumun ise vaskiiler yapiy1 koruyucu bir mekanizma
oldugu diisliniilmektedir. NO’nun vazodilatator etkisinin yaninda hiicre proliferasyonu,

inflamasyonu, trombosit agregasyonu ve atherosklerozu engelleyici etkisi de
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bulunmaktadir. Ayrica Ang II NF-xB (Nuclear Factor kappa B) yolagmin ve
proinflamatuar sitokinlerin de aktivasyonunu saglamaktadlr.17 Ang II'nin vaskiiler doku

izerine fizyolojik ve fizyopatolojik etkileri Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. Ang II’nin Vaskiiler Doku Uzerine Fizyolojik ve Fizyopatolojik Etkileri.”

Fizyolojik Etkiler Fizyopatolojik Etkiler

Kontraksiyon Kontraksiyon /I\ —> Periferik Direng /I\
Kan Basinci /I\

Hiicre Biiylimesi Biiyiime /I‘ —> Media Genisligi /I‘

Vaskiiler Remodeling —> Kan Basinci 1\

Apoptoz Apoptoz\l/ —> Biliylime ’I‘
Vaskiiler Remodeling — Kan Basinci 1\

Kolajen ve Fibronektin Uretimi Ekstraselliiler Matriks Birikimi/I\

Vaskiiler Remodeling —> Kan Basinci 1\

Inflamatuar Yanit Ateroskleroz
Hiicre Migrasyonu Vaskiiler Remodeling
Ateroskleroz

2.2. Lokal Renin Anjiyotensin Sistemi

Kesfinden bu zamana RAS biiylimeye devam etmekte yeni bilesenleri ve
fonksiyonlar1 tanimlanmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda lokal RAS’mn
dokudaki kronik etkilerin diizenleyicisi oldugu ileri siiriilmektedir. Bir¢ok arastirmada
lokal RAS’1in kardiyovaskiiler fizyolojik ve fizyopatolojik siireclerdeki onemli rolii
belirtilirken halen bu sistem tam olarak aydinlatilamamistir."

Ang II'nin intraselliiler olarak sentezi bircok hiicre tiirii tarafindan
yapilabilmektedir. Ozellikle néron, kardiyomiyosit, fibroblast, endotel, vaskiiler diiz kas
hiicresi gibi bir ¢ok hiicre tarafindan hem Ang II hem de RAS’in diger bilesenlerinin
(anjiyotensinojen, Ang I, renin, ACE) sentezi lokal olarak yapilabilmekte olup mRNA
ekspresyonlar1 bir¢cok farkli tiirde ve hiicre tipinde gtisterilmistir.23 Intraselliiler ACE

immiinohistokimyasal yontemle kardiyomiyositlerde ve fibroblastlarda gdsterilmistir.
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Hiicre igerisinde gosterilen reninin bir kisminin hiicresel kaynakli bir kisminin da renal
kaynakli reninden saglandigi, yeni yapilan c¢alismalarda iizerinde durulan konularin
basinda gelmektedir. Kardiyomiyositlerin prorenin ve renini hiicre igerisine aldig1 ve
prorenini hiicre icerisinde aktiflestirdigi belirtilmektedir. Bu durum RAS’1 sadece
endokrin bir sistemin parcasi degil ayni zamanda parakrin ve intrakrin bir sistem
yapmaktadir. Bununla birlikte sistemik RAS’1n lokal RAS’la iliskili oldugu 6zellikle
kan dolagiminda bulunan renin ve anjiyotensinojenin diger dokular tarafindan hiicre
igerisine alinabildigi de belirtilmektedir.>** Sistemik RAS kan hacmini, elektrolit ve su
dengesini en Onemlisi arteriyal kan basincini diizenlerken, lokal RAS proliferasyon,
biiylime, protein sentezinde rol oynamaktadir. Ayrica intraselliiler RAS bobrek, kalp,
beyin, iireme sistemi ve pankreas gibi organlarin islevlerini lokal olarak
diizenlemektedir. Lokal RAS bilesenlerinin patolojik durumlarda arttifi gosterilmistir.
Miyokard infarktiisti, kalp yetmezligi olanlar ile ACE inhibitorii ve ARB tedavisi
alanlar ACE2 mRNA ekspresyonun arttig1 saptanmistir. Atherosklerotik plakta da lokal
RAS’mn aktif oldugu belirtilmis olup ACE, Ang II ve ATRI1’in yiiksek degerlerde
eksprese edildigi gosterilmistir.”®' Ayrica yapilan calismalarda Ang IU'nin kardiyak
miyositlerin gelisimine ve hipertrofisine neden oldugu intrakrin etkilerinin de losartan
gibi ATR1 blokerleriyle inhibe edilemedigi ileri siiriilmektedir. Hiicre icine uygulanan
ARB’lerin de intraselliiler Ang II’yi kismen bloke edebildigi belirtilmektedir. Baska bir
caligmada da, diyabetik hastalarin kalp dokusunda intraselliiler Ang II de anlamli bir
artis g('jrl'ilmiistiir.52 Ang II'nin intrakrin etkileri tam olarak agiklanamamustir.
Intraselliiller Ang II'nin etkilerini ATR1 aracihiiyla olmayabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Bu durum, Re ve ark. tarafindan Ang II'nin kromatin ve gen ekspresyonu iizerine
dogrudan etkisiyle aciklanmistir.”>* Aym calismada ekstraselliller Ang II'nin sinyal
yolaklarini intraselliiler Ang II’ye gore daha giiclii aktive ettigi goOsterilmistir. Bu
durumun kaniti da ekstraselliiler Ang II'nin cok daha fazla hiicre proliferasyonuna
sebep olmasidir. Intraselliiler RAS’1n hiicre tiplerinde 6zgiin olarak aktive oldugu veya
bircok patolojik durumda selektif olarak aktive olabilecegi diisiiniilmektedir.”
Intraselliiler RAS Ca®* girisine ve gen aktivasyonuna neden olmaktadir. Spontan
hipertansif sicanlardan elde edilen vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde de Ang II’nin de
novo sentez edildigi gésterilmistir.56 Artmis glukoz diizeyleri lokal RAS’1 aktive

etmektedir.”"® Yapilan bir caligmada sican mezensimal hiicrelerinde prorenin,
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anjiyotensinojen, ACE ve katepsin B’yi kodlayan genlerin ekspresyonlarini arttirdig
gosterilmistir. Yiiksek glukoza maruz birakilan sigan vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde
de Ang II'nin hiicre medyumunda ve hiicre lizatinda anlamli olarak arttig
gosterilmistir.””  Aymi  sekilde yiiksek glukoz degerlerinde sican mezenkimal
hiicrelerinde prorenin sekresyonunun azaldigi ve bu durumun renin aktivitesini ve Ang
Il diizeyini arttirdigi belirtilmektedir.'"® Ang II'nin niikleer membranda baglanma
noktalarinin olmasi da fizyopatolojik siireclerde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
Calismalarda bobrek hiicresi ve hepatosit niikleusunda ve kromatinde intraselliiler Ang
IT baglanma bolgeleri oldugu belirtilmektedir. Ancak bu mekanizmanin nasil meydana

geldigi halen belirlenememistir.”'”> Sekil 3’te vaskiiler dokuda intraselliiler RAS

gosterilmektedir.
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Sekil 3. Vaskiiler Dokuda Intraselliiler RAS.”

Beyin RAS: Renin, ACE, anjiyotensinojen ve ATR’lerin sigan ve fare beyninde
lokal olarak bulunabildigi gosterilmistir. Beyin RAS bilesenleri birgok noérobiyolojik
etkiye aracilik etmektedir. ATR1’in aktivasyonu su ve tuz alimini, kan basinci ve

vazopressin salinimini saglarken, ATR2’nin uyarilmasi ise ndronal hasar sonrasi
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muhtemel noéronal rejenerasyonu ve apopitozu saglamaktadir. Ang II, 6grenme ve
hafiza yanitlarint iceren beyin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde de gorev
almaktadir,”~*°"%

Yag Dokusunda RAS: Yag dokusu lokal RAS’in tiim bilesenlerini (renin ve
renin reseptorleri de dahil) icermektedir. Bu sistem viseral yag doku yogunlugunun
diizenlenmesinden sorumlu tutulmaktadir. Ayrica viseral RAS metabolik sendromun
patofizyolojisinde de Onemli rol oynamaktadir. Yag doku hem lokal hem de
dolasimdaki anjiyotensinojenin Onemli bir kaynagidir. Ancak bu insanlarda

gosterilememistir.®**

2.3. Diyabetes Mellitus (DM)

2.3.1. Tamim ve Onemi

DM, insiilinin mutlak eksikligi, sentez ve sekresyon bozuklugu ve/veya reseptor
ve postreseptor diizeyde etkisinin yeterli olmamasi sonucu gelisen, karbohidrat, lipid ve
protein metabolizmasinda bozulma ve kronik hiperglisemi ile karakterize heterojen bir
grup metabolik hastaliktir.® Hiperglisemi ve eslik eden metabolik diizensizlik bircok
organda Ozellikle bobrekler, gozler, sinirler ve kan damarlarinda ikincil hasarlanmalara
sebep olmaktadur.®*%’

DM’nin yayginligi giderek artarak Onlem alinmasi gereken bir diizeye
ulasmistir. Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore diinya genelinde yaklasik 400 milyon
civarinda diyabetik hastanin bulundugu, 2025 yilinda ise bu rakamin ikiye katlanacag:
diistiniilmektedir. Gelecek 20 yilda niifusun % 4,4’iinii kapsayacagi ongoriilmektedir.
Diyabetes mellitus tiim diinyada 6liim nedenleri arasinda 8. sirada yer almaktadir.®”®

DM genetik, cevresel faktorler ve yasam sekli degisiklikleri sonucu ortaya ¢ikan
bir hastalik olup DM hastalarinin % 5-10’u tip 1 DM’li iken % 90- 95’1 tip 2 DM’lidir.
Tip 1 DM otoimmiin bir nedenle pankreasin beta hiicrelerinin hasarlanmasi sonucunda
meydana gelirken, tip 2 DM ise degisik derecelerde insiilin direnci, bozulmus insiilin
sekresyonu ve glukoz iiretiminde artis sonucunda meydana gelmektedir.”” Bu iki tipin
disinda gebelikte goriilen gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) ve diger spesifik

diyabet tiplerinin de bulundugu bilinmektedir.”""!
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Diyabet veya prediyabet tanisi aglik plazma glukozu (APG), 2 saatlik oral
glukoz tolerans testi (OGTT) ve glikozillenmis hemoglobin Alc (HbAlc) dlglimleri ile
konulmaktadir. En az 8 saatlik gece boyu agligi takiben plazma glukoz diizeyinin
Olclilmesi halen en fazla kabul goren ve pahali olmayan bir yaklasim olarak
bilinmektedir. En az 2 kez bakilan APG diizeyi 126 mg/dL veya iizerinde ise DM tanisi

konulmaktadir.®"

Diyabet riski yiiksek olan kisilerde OGTT yapilmasi diyabet ve
prediyabet tanis1t konmasinda faydali olarak goriilmektedir. Bunun i¢in kisiye 75 gram
glukozlu siv1 igirildikten 2 saat sonra kan glukoz diizeyinin 200 mg/dL veya {izerinde
olmasi diyabet tanisin1 koydurmaktadir. Poliiiri ve polidipsi gibi diyabet semptomlari
varliginda rastgele bir zamanda o6lgiilen plazma glukoz diizeyinin 200 mg/dL veya
iizerinde olmasi da diyabet tamisi koydurmaktadir.”*”® Yakin zamanda, standardize
edilmis HbAlc 6l¢iimii de DM’ nin tan1 kriterleri arasina girmistir. Buna gére HbAlc >
% 6,5 (48 mmol/mol) olmas1 diyabet tanisi i¢in esik deger kabul edilmistir. Bir baska
deyisle HbAlc > % 6,5 olmast tani koydurmaktadir. Bununla birlikte oOlciim

standardizasyondaki sorunlar sebebiyle diger tani kriterlerinden biri ile birlikte

degerlendirilmesi gerektigi belirtilmektedir.

2.3.2. Diyabetes Mellitus’un Vaskiiler Etkileri

DM, vaskiiler dokuyu da kapsayan bircok organda disfonksiyona sebep olan
metabolik bir hastalik olarak bilinmektedir.”*”” Diyabetin tiim viicut organ ve
sistemlerini etkileyen akut, erken ve ge¢c donem komplikasyonlarindan esas olarak aglik
ve tokluk hiperglisemisi sorumludur. Diyabetin uzun dénem komplikasyonlarinin
patogenezinin multifaktoryel oldugu belirtilmektedir. Cok sayida calismada DM’nin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde en O6nemli risk faktorleri arasinda oldugu
belirtilmistir.”® Yirmi y1llik takipler sonrasinda atherosklerotik kardiyovaskiiler hastalik
gelisme oraninin diyabetik hastalarda, diyabetik olmayanlara gore 2-3 kat arttig1 1979
yilinda yayimlanan Framingam calismas ile gosterilmistir.”” DM’nin son dénem bobrek
yetmezligi, korlik, morbidite ve mortalitenin ana nedenlerinden oldugu da
bildirilmektedir. Ayrica tip 2 DM’nin komplikasyonlar1 sonucunda meydana gelen tiim
Olimlerin % 70’inin nedeni kardiyovaskiiler hastaliklar sebebiyle oldugu
belirtilmektedir. Diyabetiklerde kardiyovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda,

hizlanmus aterosklerozun anahtar rol oynadig ifade edilmektedir.”®®”® Bununla birlikte
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diyabetik olgularda aterosklerotik plaklarin diffiiz dagilim gosterdikleri ve daha
karmastk yapida  olduklari  belirtilmektedir.®® Endotel hiicresi kaybma ve
disfonksiyonuna neden olan bu damar zedelenmesi, diiz kas hiicresi ¢ogalmasini ve
eslik eden matriks sentezini uyarmaktadir. Zedelenmis damarlardaki iyilesmeyle birlikte
diiz kas hiicreleri veya diiz kas hiicresi Onciilleri intimaya goc¢ etmektedir. Bu bolgede
bu hiicreler ¢cogalmakta ve ekstraselliiler matriks (ESM) sentezi yaparak, fibroblastlarin
yarayl doldurmasina benzer sekilde, intakt bir endotel tabakasi igeren bir neointima
olusturmaktadir. Bu neointimal yanit enfeksiyon, inflamasyon, immiin zedelenme,
balon kateter veya hipertansiyonla meydana gelen fiziksel travma, toksik ajana
maruziyet dahil her tiirde damar zedelenmesi veya disfonksiyonunda olugsmaktadir. Diiz
kas hiicreleri hem normal damar onariminda hem de atheroskleroz gibi patolojik
siireclerde yer almaktadirlar.”

Cesitli uyarilara yanit olarak diiz kas hiicreleri prolifere olabilmekte; ESM
kollajeni, elastin ve proteoglikan iiretimini artirabilmekte ve biiyiime faktorleri ile
sitokinlerin salmimini saglayabilmektedir.”® Diiz kas hiicrelerinde ayrica fizyolojik veya
farmakolojik uyaranlara yanit olarak vazokonstriksiyon veya vazodilatasyon
gerceklestirmektedir. Diiz kas hiicrelerinin yer degistirme ve cogalma faaliyetleri ¢cok
sayida faktor ile diizenlenmektedir.®' Biiyiimeyi tetikleyen faktdrler arasindaki en
onemlileri PDGF, endotelin, trombin, fibroblast biiyiime faktorleri ve interferon-y (IFN-
y) ile interlokin-1 (IL-1) gibi inflamatuar mediyatorlerdir. Diiz kas hiicrelerinin pasif
duruma gegmesini tetikleyenler arasinda ise heparan siilfat, NO ve transforming
biiyiime faktorii-a (TGF-a) sayilabilmektedir. Diyabetlilerde gelisen kardiyovaskiiler
komplikasyonlardan olan hipertansiyonun fizyopatolojik siirecleri iizerine literatiirde
oldukca fazla sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen bu konu tam olarak
aydimlatilamamustir.”

Kronik hiperglisemi diyabetteki vaskiiler komplikasyonlarin baslamasinda
anahtar rol oynamaktadir® DM ile ortaya cikan vaskiiler disfonksiyonda
hiperglisemiyle iliskili ok sayida mekanizma ortaya ¢ikarilmistir.*® Diyabetteki yiiksek
glukoz diizeyinin neden oldugu vaskiiler patolojinin altinda yatan mekanizma sorbitol
ve fruktoz birikimine neden olan poliyol yolagi, ileri glikasyon son iiriin (AGE) olusum
yolu, protein kinaz C (PKC), heksozamin yolu ve RAS aktivasyonunu igeren bes farkl

yol ile olusan vaskiiler doku hasar1 ile agiklanmaya c¢alisilmaktadir. Halen hangi yolagin
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baskin rol oynadigi belirsizligini korumaktadir.***%¢ Sekil 4’te DM’nin vaskiiler

dokuda olusturdugu fizyopatolojik etkilerin mekanizmalar1 gosterilmektedir.

| DM / Hiperglisemi

!

Poliyol Yolagn | Oksidatif Stres Yolagi | AGE Yolagi | Heksozamin Yolags | Protein Kinaz €

l

‘ Reaktif Toksik Metabalitler ‘

l

Hiicre Sinyal Molekillerinin Aktivasyonu ‘

Protein Kinaz C, MAP Kinaz, NF-KB

I I

Gen Ekspresyon Degisimi i Protein Fonksiyon Degisimi
VEGF, PDGF, ET-1, TGF-B Na“ [ K" ATPaz, NADPH Oksidaz

l I

Hiicresel Disfonksiyon ve Hasarlanma

Anormal Anjiyogenez Hiperpermeabilite Anormal Kan Akigsi Kontraktilite
Artmis Apopitoz Bazal Membranda Kalinlasma Matriks Yogunlufunda Artis
inflamasyon Likosit Adezyonunda Artma

Sekil 4. Diyabetes Mellitus’un Vaskiiler Dokuda Fizyopatolojik Etki Mekanizmalar1.**®°

AGE olusumu hiperglisemi varliginda artis gostermektedir. AGE’ler non-

enzimatik yolla protein, lipid ve niikleik asitlerin glikasyonu sonucunda geri dontistimii

olmayacak sekilde olusmaktadir. Proteinlerin aldehit ve keton gruplarina kovalent

baglanmasiyla olusan non enzimatik sekerler, serbest aminoasitlere rediikte edilerek

labil

schiff bazlar meydana gelmektedir.”” Daha sonra schiff baz yeniden

diizenlemelerle daha stabil bir ketoamin olan amadori iiriinlerine doniismektedir.

Amadori Triinlerinin reaktif olan serbest karbonil gruplar1 glikasyonun biyolojik
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sonuclarindan sorumlu tutulmaktadir. AGE’ler bircok acgidan kan damar duvari
fonksiyonuna ve biitlinliigiine asir1 derecede zararl oldugu ¢alismalarda gosterilmistir.
Ayrica AGE’ler ekstraselliiler aralikta ve damar duvari hiicreleri arasinda birikerek
diyabette artmus ateroskleroza neden olmaktadirlar.***® Bununla birlikte Low Density
Lipoprotein (LDL)’yi de okside ederek atherogenezin ilerlemesine sebep olup intimal
kollajende patolojik degisiklikler yapmaktadir. Ateroskleroza sebep olan ikinci bir hasar
olusum sekli, AGE birikiminin dolasimdaki kan hiicrelerinin damar duvarina adhere
olmasina sebep olmasidir. Ugiincii olarak da mekanik olmayan hasar kaynag: ise
AGE’nin ¢ok cesitli reseptorlere baglanmasiyla hiicresel fonksiyonda bozukluklara
sebep olmasidir. AGE’ler ileri glikasyon son iirlin reseptoriine (RAGE) baglanmaktadir.
RAGE 45 kDa agirliginda bir protein olup ¢ok sayida RAGE tipi mevcuttur. Bunlar
arasinda AGE-R1 (p60), AGE-R2, AGE-R3 (galektin-3), Lipoprotein Reseptorii-1
(LOX-1) ve glikoprotein-III-B (CD 36)’dir. RAGE immiinoglobulin siiper ailesine
tiyedir ve ¢ok sayida ligandi diyabetik dokularda artmis olarak gérﬁlmektedir.go Bu
reseptorler endotel ve damar diiz kasinda bulunan makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan
da eksprese edilmektedir. AGE-RAGE baglanmasiyla bir¢cok sinyal yolagi aktive
olmaktadir. NADPH oksidaz, MAPK (mitojen-aktive protein kinaz)/ERK (ekstraseliiler
sinyal-regiile kinaz), PKC-a artmaktadir.

Intimal makrofajlardan sitokinlerin ve cogalmay: saglayan etkenlerin salinmast,
endotel hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin iiretimi, endotel hiicrelerinde ve
makrofajlarda prokoagulan etkinliginde artis, damar diiz kas hiicrelerinde ¢cogalma ve

ekstraselliiller matriks sentezinde artis ger<;eklesmel<tedir.84’91

Damar yapisinda
AGE’lerin endotel yiizeyindeki RAGE’lerle etkilesimi sonucunda intraselliiler ROS
indiiksiyonu meydana gelmektedir.* Boylece NADPH oksidaz aktivasyonu
gerceklesmekte ve ROS duyarli transkripsiyon niikleer faktorii NF-xB aktive

olmaktadir.>*

Hiicre stresi, hiicre disfonksiyonu, ve hedef organ hasar1 yaparak
komplikasyon olusumuna katkida bulunmaktadir. Alt1 cizilmesi gereken bir ihtimal
olarak da RAGE’lerin sadece diyabet komplikasyonlarinin olusumunda degil ayn
zamanda Tip 1 ve Tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasinda da gorevli olabilecegidir."*

PKC, serin treonin kinaz ailesinden diizenleyici bir enzim olup bir¢ok damar
fonksiyonunda ve sinyal transdiiksiyonunda gorevli oldugu Dbelirtilmektedir.

Hiperglisemi ile indiiklenmis oksidatif stres ve AGE-RAGE baglanmasi PKC’yi aktive
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etmektedir.”> PKC vaskiiler dokuda hiicre gegirgenliginde artista, ekstraseliiler matriks
sentezi, hiicre biiylimesi, sitokin aktivasyonu, anjiyogenez ve vaskiiler diiz kas
kontraktilitesinin diizenlemesinde rol oynamaktadir. PKC, hiicre i¢i kalsiyum ve DAG
ile aktive edilmekte ve birgok hiicresel sistemde Onemli bir tasima yolagi oldugu
belirtilmektedir. Diyabette DAG olusumunda artig goriilmiistiir. Hiicre icindeki yiiksek
glukoz diizeyi glikolitik ara molekiillerden de novo DAG sentezini uyarabilmektedir.
Boylece PKC aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Hiperglisemide DAG artis1 glikolizde
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) inhibisyonu ve gliseraldehit-3-fosfat
olusumuyla da meydana gelmektedir.”® Hiperglisemi ile aktive olan bu biyokimyasal
yolaklarin ortak bir 6zelligi, reaktif oksijen iiriinlerinin iiretimiyle de iligkili olmasidir.
Reaktif oksijen iirlinlerinin artisinin  da endoplazmik retikulumda fonksiyon
bozukluguna neden oldugu, katlanmamis proteinlerin birikimini artirdigt ve sonug
olarak da proinflamatuar yolaklarin uyarildigt ve DNA hasarina neden oldugu

savunulmaktadir.®”!

Bu yolaklarin aktive olmasi sonucunda sitokinler, monosit ve
makrofajlarin migrasyonunu artirmakta ve damar diiz kas hiicresinde proliferasyonu
artirict  etki  gdstermektedir. Boylece diyabetik hastalarda aterosklerotik plak
olusumunun hizlandigs ileri siiriilmektedir.”"”" Ayrica PKC’nin vaskiiler permeabiliteyi
diizenleyici bir etkisinin oldugu, bunun yaninda vazodilatdr bir ajan olan NO ve
vazokonstriktor ajanlar Ang II ve endotelin-1 artisini da sagladigi belirtilmektedir.”’
Diger bir vaskiiler patolojik mekanizma ise poliyol yolaginin aktivasyonudur.
Sinir, lens, bobrek ve kan damar1 gibi bazi dokularda glukoz hiicre igerisine insiilin
aracilifiyla tasinmamaktadir. Bu sebeple hiperglisemi sonucunda bu yapilarda hiicre
icerisinde glukoz artmaktadir. Hiicre igerisinde giren glukoz aldoz rediiktaz enzimi
yardimiyla sorbitol ve poliyol yapilarina doniismekte en son olarak da fruktoza
cevrilmektedir. Normoglisemik durumda glukozun c¢ok kiiclik bir kismi sorbitole
dontigiirken hiperglisemik durumda aldoz rediiktaz enziminin de aktive olmasiyla
birlikte intraselliiler sorbitol olusumu artmaktadir. Hiicre igerisinde sorbitol artisi
hiicrenin osmotik basincinin atmasina ve sismesine daha da Onemlisi hiicre zarmin
parcalanmasina neden olabilmektedir. Bu fizypatolojik mekanizmalar sonucunda da
hiicrelerin  hasarlanmasiyla birlikte DM’nin mikrovaskiiller ve makrovaskiiler

komplikasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir.”
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda deney hayvani olarak Wistar albino 180-200 g agirliginda 8
haftalik erkek si¢anlar kullanildi. Tezde hayvanlar iizerinde yapilan tiim deneysel
uygulamalar Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
22.12.2016 tarihli toplant1 1 nolu kararmma uygun olarak yapildi. Deney hayvanlari
Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nden
temin edilerek boliimiimiizde yer alan hayvan bakim odalarinda barindirildi. Siganlar 12
saat aydinlik ve 12 saat karanlik saglayan otomatik denetleyici cihaz ile ayarlanan
hayvan bakim odasinda barindirildi. Ortam sicakligi (21+1 °C) ve nemi (% 40-60)
olacak sekilde klimayla devamli kontrol altinda tutuldu. Deney hayvanlarinin yemleri
MBD Yem Ticareti’nden temin edilmis olup bu yemler herhangi bir kisitlama olmadan
(ad libitum) verilmistir. Tiim deney hayvanlarimin su ihtiyaglar1 da herhangi bir

kisitlama olmadan ¢esme suyuyla karsilanmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Hayvan Bakim Odasi ve Kafesler.

Sicanlarin bir kismina 45 mg/kg dozunda STZ kuyruk veninden intravenéz (IV)
verilerek deneysel diyabetik model grubu olusturuldu. Kontrol grubundaki hayvanlara

ise ayni hacimde sitrat tamponu uygulandi. Kontrol grubu olarak saglikli ve diyabet
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olusturulan siganlarin (diyabet gelistikten 8 hafta sonra) aorta diiz kas dokusundan
primer diiz kas hiicre kiiltliri yapildi. Elde edilen hiicrelerin bir kism1 Ang II (0,0001
uM, 0,001 pM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100uM ve 1000 puM), ATRI
antagonisti Olmesartan (1 uM) ve ATR2 antagonisti PD123,319 (1 uM) ile 24 saat
muamele edilerek hiicre ¢ogalmasi ve canliligt MTT yontemiyle spektrofotometrik
olarak 570 ve 630 nm’de degerlendirildi. Hiicre medyumunda ve hiicre lizatinda
spektrofotometreyle 450 nm dalga boyunda 6lciim yapilarak ELISA yéntemiyle Ang 11
diizeyi kantitatif olarak degerlendirildi. Calismamizda yer alan deney gruplar1 Tablo

2’de, deney akis semasi1 Sekil 6’da belirtilmistir.

Tablo 2. Deney Gruplari.

Kontrol Diyabet

1.Kontrol diiz kas hiicre kiiltiirii (KDKHK) 9.Diyabetik diiz kas  hiicre kiiltiirii

grubu (DDKHK) grubu
2. KDKHK + Ang II 10. DDKHK + Ang II
3. KDKHK + ATRI antagonisti 11. DDKHK + ATR1 antagonisti

4. KDKHK + ATRI1 antagonisti + Ang II 12. DDKHK + ATRI1 antagonisti + Ang II

5. KDKHK + ATR?2 antagonisti 13. DDKHK + ATR2 antagonisti

6. KDKHK + ATR2 antagonisti + Ang II 14. DDKHK + ATR?2 antagonisti + Ang II

7. KDKHK + ATRI1 antagonisti + ATR2 15. DDKHK + ATRI1 antagonisti + ATR2

antagonisti antagonisti

8. KDKHK + ATRI1 antagonisti + ATR2 16. DDKHK + ATRI1 antagonisti + ATR2

antagonisti + Ang II antagonisti + Ang II
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Sekil 6. Deney Akis Semast

3.1. Calismada Kullamilan Soliisyon, Kimyasal ve Kitler

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), D6046, 500 mL, 3,7 g/L
NaHCO3, 1000 mg/L D-glukoz igeren, piriivatsiz, Sigma-Aldrich, Buzdolabinda
2-8 °C’de saklandu.

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), F0435, 500 mL, 4500 mg/L
glukoz, L-glutamin ve Na bikarbonat igermeli, piriivatsiz olmali, Biochrom
Merck, Buzdolabinda 2-8 °C’de saklandi.

Hank’s Balanced Salt solution (HBSS), Ca** ve Mg”* igermeyen, fenol kirmizist
iceren, 0,35 g/LL NaHCOs3, Biochrom Merck, 1.2055, 500 mL, buzdolabinda 2-8
°C’de saklandu.

Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific), buzdolabinda -20
°C’de saklandi.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Penicillin-Streptomycin (PSA), soliisyon, 10,000 iinite penisilin ve 10 mg
streptomisin/mL, steril filtreden gecirilmis, BioReagent, hiicre kiiltiirii i¢in
uygun, P4333-100 mL, Sigma-Aldrich, buzdolabinda -20 °C’de saklandx.
Trypsin-EDTA Solution, % 0,25 steril filtreden gecirilmis, BioReagent, hiicre
kiiltiirli icin uygun, T4049-100 mL, SigmAldrich, buzdolabinda -20 °C’de
saklandi.

RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz Biotechnology, Inc., SC-24948A, 500
mL, buzdolabinda —20 °C’de saklanda.

Ketasol (Ketamin) % 10, 10mL, buzdolabinda 2-8 °C’de saklandi.

Rompun (Ksilazin HCI) % 2, buzdolabinda 2-8 °C’de saklandi.

HEPES, > % 99,5 (titrasyon), H3375, Sigma-Aldrich, oda sicakliginda saklandi.
Bovine Serum Albumin (BSA) A3156-5G lipofilize toz, vy-irradiated,
globulinsiz, BioXtra, hiicre kiiltiirii icin uygundur, Sigma-Aldrich, Buzdolabinda
2-8 °C’de saklandi.

Dimethyl sulfoxide (DMSO), EMPLURA®, Merck, 1 1t, M1167431000, oda
sicakliginda muhafaza edildi.

Calcium chloride dihydrate, BioReagent, hiicre kiiltiirii i¢in uygundur, C7902-
500G Sigma-Aldrich, oda sicakliginda saklanda.

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, toz seklinde, BioReagent, hiicre kiiltiirii
icin uygun, > % 97,5 (HPLC), M5655-1G, Sigma-Aldrich, buzdolabinda 2-
8°C’de saklandi.

Streptozocin, > % 75 a-anomer basis, > % 98 (HPLC), toz seklinde, S0130-1G,
Sigma-Aldrich, buzdolabinda —20 °C’de saklandi.

[ValS]—Angiotensin IT acetate salt hydrate, toz seklinde, > % 95 (HPLC), A
2900-50 mg, 25 mg/mL’de saf suda ¢oziildii. Sigma-Aldrich, buzdolabinda —20
°C’de saklandu.

PD 123,319 di(trifluoroacetate) salt hydrate, toz seklinde, > % 98 (HPLC), P
186-10 mg Sigma-Aldrich, 10 mg/mL’de saf suda ¢6ziildii. Buzdolabinda 2-8
°C’de saklandi.

Olmesartan, > % 98 (HPLC), SML 1394-50 mg, Sigma- Aldrich, DMSQO’da 20
mg/mL’de ¢oziildii. Buzdolabinda 2-8 °C’de muhafaza edildi.

26



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

27.

Elastase from porcine pancreas, lipofilize toz, hiicre kiiltiirii icin uygun, E7885-
SMG, Sigma-Aldrich, -20°C’de sakland.

Trypsin inhibitor from Glycine max (soybean) (STI), toz formunda, BioReagent,
hiicre kiiltiirli i¢in uygun, T6522-100 mg, Sigma-Aldrich, buzdolabinda 2-8
°C’de saklandu.

Folin&Ciocalteu’s Phenol Reagent, Sigma-Aldrich, F-9252, 100 mL, oda
sicakliginda sakandi.

Collagenase from Clostridium histolyticum, lipofilize toz i¢eren, > 125 CDU/mg
toz (CDU = collagen digestion units), 0,5-5,0 FALGPA unite/mg toz, C2674-
100 mg, Sigma-Aldrich, buzdolabinda -20 °C’de sakland.

Potasium sodium tartarate tetrahydrate cryst extra pure (C4H4KNaOg.4H50),
A5011285, Merck,1 kg, oda sicakliginda saklandi.

Copper (II) sulfate 5 hydrate cryst extra pure (CuSO4.5H,0), A794587, Merck,
1 kg, oda sicakliginda saklandi.

Sodium carbonate (Na,CO3), A759798, Merck, 1 kg, oda sicakliginda saklandi.
Sodium hydroxide pellets pure (NaOH), C292462, Merck, 1 kg, oda sicakliginda
sakland1.

Angiotensin II ELISA Kiti, serum, plazma, kiiltiir siipernatan1 ve hiicre lizati
icin, RAB0010, Sigma-Aldrich, buzdolabinda —20 °C’de saklandi. Sekil 7’de

kimyasallar ve soliisyonlarin saklama kosullar1 gosterilmistir.

Sekil 7. Kimyasallar ve Soliisyonlar.
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3.1.1. Enzim Ayrisma Soliisyonunun Hazirlanmasi (EAS)

Media tabakasi izole edildikten sonra 1-2 mm?lik kiigiik parcalara ayrilarak
EAS icerisinde 45 dakika 37 °C’de inkiibe edilerek dokunun ayrismasi saglandi. EAS
hazirlamadan 6nce biitiin soliisyonlar 37 °C’ye getirildi. EAS taze olarak hazirlandi. Bu
islemle doku aralarinda bulunan fibroblastlarin uzaklastirilmast ve hiicrelerin

birbirlerinden ayrilmasi amaclandi (Tablo 3).

Tablo 3. Enzim Ayrisma Soliisyonu Hazirlanmasi.

Eklenen Cozelti Eklenen Hacim
HBSS 0,5 mL

HEPES 1 mL

Bovin Serum Albiimin (BSA) 0,5 mL

Soya Tripsin Inhibitérii (STI) 1 mL

Elastaz 0,25 mL
Kolajenaz 0,25 mL

Stok Ca™* 0,5 mL

Toplam 4 mL

1. Stok Ca** Hazirlanmasi: 58,8 mg CaCl, 2H,0 tartilip, 1 mL distile suda
¢oziildii. Hazirlanan CaCl, c¢ozeltisi siringa ucu filtreden gegirildi. CaCl,
¢Ozeltisi —20°C’de saklandi.

2. Ca** Soliisyonunun Hazirlanmasi: 20 L stok Ca**’dan alindi. Falkon tiipii
icerisinde bulunan 5 mL HBSS’ye eklendi.

3. HEPES Soliisyonunun Hazirlanmasi: 71,55 mg HEPES tartilip 5 mL HBSS
ile ¢oziildiikten sonra 0,22 uM capi1 olan steril siringa ucu filtreden gegirilerek
falkon tiipii icerisinde hazir duruma getirildi.

4. FElastaz Hazirlanmasi: 5 mg elastaz bulunan sise 5 mL HBSS’de ¢oziildi.
Falkon tiipli igerisinde hazirlanan soliisyon 500 pL olacak sekilde ependorf
tiiplerine boliindii. Kapak kisimlar1 parafilm ile sikica sarilarak —20 °C’de
saklandi.

5. Kolajenaz Hazirlanmasi: 100 mg’lik sisedeki kolajenaz1 12,5 mL HBSS’de
coziilerek, ependorf tiiplerinde 500 pL olacak sekilde boliindii. Buzdolabinda
—20 °C’de saklandi.
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6. Soya Tripsin Inhibitérii (STI) Hazirlanmas:: STI 5 mg tartihip, 5 mL
HBSS’de ¢oziildii. Hazirlanan soliisyon steril siringa uglu filtreden gegirildi.
7. Bovin Serum Albumin Hazirlanmasi: BSA 2 mg tartildi, 2 mL HBSS’de

¢Oziildii. Hazirlanan soliisyon steril siringa ucu filtreden gegirildi.

3.1.2. Transfer Medyumunun Hazirlanmasi

Torasik aortayr ¢ikardiktan sonra damarin canliligini siirdiirebilmesi ve steril
kalmas1 amaciyla transfer medyumu icerisine koyuldu. Transfer medyumu
buzdolabinda +4°C’de saklandi. Buzdolab:1 disinda ise buz igerisine kondu. Transfer

medyumu 100 mL HBSS, 2 mL PSA ve 50 uL stok Ca®* icmektedir.'®

3.1.3. Hiicre Medyumunun Hazirlanmasi

Kiiltiir hiicreleri canliliklarin1 hiicre medyumunda devam ettirmektedir. Hiicre
medyumu, 450 mL DMEM, 50 mL FBS (% 20 olacak sekilde) ve 5 mL PSA’nin
eklenmesiyle hazirlandi. 500 mL haznesi olan steril filtre {initesiyle vakumlandi.
Hazirlanan hiicre medyumu 50 ml’lik falkon tiiplere boliinerek, buzdolabinda +4 °C’de

sakland1. Kullanilmadan 6nce 37 °C’de su banyosunda 1s1tildi.

3.2. Deneysel Diyabetik Modelin Olusturulmasi

Ad libitum beslenen 180-200 g agirhigindaki saglikli Wistar albino sicana
ketamin/ksilazin 100/10 mg/kg dozunda intraperitoneal (IP) uygulandi. Streptozotosin
45 mg/kg dozunda pH’s1 4,5 olan sitrat tamponunda ¢oziilerek insiilin enjektoriiyle IV
olarak kuyruk veninden verildi. Sitrat tamponu, 2,1 g (10 mmol/L) sitrik asit.H,O bir
miktar saf su icerisinde ¢oziildii. Uzerine 2,94 g (10 mmol/L) sodyum sitrat.2H,O
eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi; pH 4,5 olarak olciildii. Hazirlanan tampon

buzdolabinda saklandi. Sekil 8’de kuyruk veninden STZ uygulamasi gosterilmektedir.
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Sekil 8. Diyabetik Modelin Olusturulmast, a) Lateral Kuyruk Veni, b) Streptozotosinin Kuyruk Veninden

Uygulanmas.

3.2.1. Kan Glukoz Degerlerinin Ol¢iimii

Streptozotosin uygulamasindan once ve ii¢ giin sonra saglikli ve diyabetik
hayvanlarin kan sekeri Ol¢imleri yapildi. Her bir hayvanin kuyruk veninden kan
aliacak bolge once alkolle silinip temizlendi. Kan alinacak yerin iist kismina hafif basi
yapilarak ve 1sitilarak yiizeyel vendz damarin belirginlesmesi saglandi. Damar hatti
izlenerek 22 G’lik enjektor ucuyla 45 derecelik agiyla girilerek bir damla kan alindi.
Kalibre edilmis Gluco Dr marka glukometre ile kan sekeri ol¢iimii yapildi. Kan glukoz
degerleri 8 hafta boyunca haftalik olarak takip edildi. Sicanlardan kan sekeri 250 mg/dL
ve lizeri olanlar diyabetli gruba alindi. (Sekil 9, 10).

Sekil 9. Deney Hayvanlari, a) Saglikli Sican, b) Diyabetik Sican.
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Olgiimii, ¢) Normal Sigan Kan Sekeri, d) Diyabetik Sigan Kan Sekeri.

3.3. Vaskiiler Diiz Kas

3.3.1 Diiz Kasin Elde Edilmesi

Wistar albino siganlara ketamin/ksilazin (100/10 mg/kg) anestezisi altinda, kesi
yapilacak bolge karin orta hattan gogse kadar tiraslandi. Hayvanda kontaminasyon
kaynag1 olabilecek viicut bolgesi merkezden perifere povidon iyot yardimiyla
temizlendi. Steril kosullar altinda karin orta hattina yapilan insizyon ile deri, deri alt1
dokular1 gegilerek abdominal aortaya ulasildi. Gogiis bolgesine dogru aorta takip edildi.
Torasik aorta kesilerek transfer medyumuna alindi. Petri kabina alinan damar, kivrik
uclu pensetle u¢ kismindan tutularak icerisinde 5 mL transfer medyumu bulunan
enjektorle yikandi. Damar liimeninin kan ve pihtidan temizlenmesi saglandl.97 (Sekil

11)
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Sekil 11. Aorta’min izolasyonu, a) Karmin Orta Hattan Kesilmesi, b)Torasik Aortanin izolasyonu, c)
Aortanin Kesilmesi, d) Damarin Ucunun Pensetle Tutulmasi, ¢) Damar R:inin Soliisyonla

Temizlenmesi, f) izole Edilmis Aorta.

3.3.2. Diiz Kas Hiicre Kiiltiirii

Transfer medyumu i¢inde bulunan torasik aorta, mikro cerrahi makas ve kivrik
uclu penset yardimiyla stereo mikroskop altinda endotel ve bag dokusundan temizlendi.
HBSS, kalsiyum ve % 2 penisilin-streptomisin antibiyotigi (PSA) igeren transfer
medyumu icerisinde torasik aortanin adventisya tabakasi uzaklastirildi. Damar toplu
igneler yardimiyla dort kdsesinden gerildi. Buz kabinda bulunan cam petri kabindaki
parafin bloga toplu igneyle tutturularak kalan adventisya tabakasindan ve doku
kalintilarindan uzaklastirildi. Daha sonra steril mikro cerrahi makasla damar
uzunlamasina kesildi. Endotel tabakasi steril, ucu pamuk ¢ubukla damar boyunca yavas
ve hafif bir sekilde kazindi. Media tabakasina ulasildiginda damar ucundan baslanarak

media tabakasmin adventisyadan ayrilmasi saglandi.”®® (Sekil 12)
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Sekil 12. Diiz Kas izolasyonu, a) Adventisya Tabakasmmn Bistiiriyle Temizlenmesi, b) Aortanin
Mikrocerrahi Makasla Kesilmesi, ¢) Aortanin igneler Yardimiyla I¢ Yiiziinden Gerilmis Hali,
d) izole Edilen Media Tabakasi.

Steril Laminar Flow Kabinde media tabakasi, icerisinde 4 mL enzim ayrisma
soliisyonu bulunan petri kabina alinarak mikro cerrahi makas yardimiyla 1-2 mm*lik
kiiciik pargalara ayrildr (Sekil 13). Enzim ayrisma soliisyonu icerisinde ¢alkalayicida 45
dak. 37°C’de inkiibe edildi. Uzerine 8 mL hiicre medyumu eklenerek 3 dak. 1300 G’de
santrifiij edildi. Pelet kismu hiicre medyumu ile resiispanse edilerek 25 cm®lik hiicre
kiiltiir kabina ekim yapildi. Hiicreler % 5 CO; - % 95 hava igeren ortamda 37 ‘C’de
inkiibe edildi. invert mikroskop altinda 4-5. giinde hiicrelere bakildiginda hiicrelerin
kiiltiir kabinin tabanina tutunarak yayildigr ve ¢ogaldigi goriildi. Her 72 saatte bir

kiiltiiriin hiicre medyumu degistirildi.
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Sekil 13. Enzim Ayrisma Asamasi, a) 1zole Diiz Kas Tabakasi, b) Diiz Kas Tabakasmn 1-2 mm’lik
Parcalara Ayrilmis Hali.

3.3.3. Hiicre Pasajlanmasi ve Tripsinizasyon

Inkiibatérde bulunan, daha énce ekimi yapilan hiicreler 25 cm? lik kiiltiir kabinin
tabanini kapladiginda bu hiicrelerin tabandan kaldirilmasi icin oncelikle kap 5 ml HBSS
ile yikandi. HBSS uzaklastirildiktan sonra tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Tripsin-
EDTA’nin kiiltiir kabinin tabanina tamamen yayilmasi saglanarak 90 saniye
inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanindan kalkmasi saglandi. Bu
arada invert mikroskop altinda hiicrelerin kalkip kalkmadiklar1 kontrol edildi. Kalkan
hiicrelerin yiizdiigii goriildiikten sonra kiiltiir kabi laminar flow kabinine alind1. Igerisine
8 mL hiicre medyumu eklenerek 1300 G’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
tiipiin list kismindaki siipernatan atildi. Kalan pelet kismina 1-2 mL hiicre medyumu
eklenerek pipet yardimiyla birka¢ defa ¢ekip geri birakildi; peletin hiicre medyumuyla
karismasi saglandi. Olusan hiicre siispansiyonu otomatik pipetle cekilerek hiicre
yogunluguna gére 75 cm®lik hiicre kiiltir kabma konuldu. Kiiltiir kab: inkiibatore
konularak hiicrelerin ¢ogalmas1 i¢in 4-5 giin beklendi. Invert mikroskopta bakilarak
hiicrelerin gogalmas1 gozlendi (Sekil 14,15). Ug dért giinde bir VDKH Kkiiltiiriiniin hiicre

medyumu degistirildi.””*”
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Sekil 15. Inkiibator ve Laminer Flow Kabin.

3.4. VDKH’lerin Boyanmasi

Vaskiiler diiz kas hiicreleri polilizinli lamlara ekilerek icerisinde hiicre medyumu
bulunan petri kaplarina yerlestirildi. Diiz kas hiicrelerinin lam iizerinde yayilmalar1 ve
cogalmalari igin inkiibatérde 5-7 giin arasinda bekletildi. Cukurova Universitesi Patoloji
Anabilim Dal1 tarafindan preparatlar a-smooth muscle actin (¢-SMA), kaldesmon ve
kalponin ile immiinohistokimyasal (IHK) y&ntemle boyanarak degerlendirildi.

Calismada kullanilan hiicrelerin VDKH oldugu dogrulandi.
3.5. MTT Yontemi

Calismamizda hiicre c¢ogalmast ve canliliginin degerlendirilmesi MTT

yontemiyle yapildi. MTT yontemi hiicre proliferasyonu, canliligi ve sitotoksititenin
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degerlendirilmesinde kullanilan metabolik aktivite 6l¢iimiine dayali siklikla kullanilan

101192 By yontemle hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin

hiicre proliferasyon testidir.
orani kantitatif olarak saptanabilmektedir. Saglam hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimlerinin MTT boyasin1 rediikte edip tetrazolyum halkasini
parcalamasiyla olusan renk degisimi bu testle degerlendirilmektedir. Bu reaksiyon
kirilgan bir mitokondriyal enzim olan siiksinat dehidrojenazin aktivitesine baghdir.
Canli vaskiiler diiz kas hiicrelerde tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucunda soluk

sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazon iiriiniine doniismektedir.'® (Sekil 16)

MTT (Tetrazolyum Tuzu) Formazon Kristali
San Renk MorRenk

N : Mitokondriyal Rediiktaz

(=]
Br

Sekil 16. MTT’nin Formazon Kristaline Déniigiimii.'”

Yontem temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz
aktivitesi ile sar1 renkli suda ¢oziilebilen tetrazolyumu kullanarak mor renkli formazona
dontlismesi sonucunda ortaya ¢ikan renk degisiminin absorbans degerinin plate okuyucu
veya spektrofotometreyle kolorimetrik olarak ol¢iilmesi ilkesine dayanmaktadir (Sekil

17).
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Sekil 17. Hiicre Proliferasyonu, a) MTT Eklenmesiyle Olusan Kahverengi Renk Degisimi, b) DMSO
Eklenmesiyle Olusan Mor Renk Degisimi.

Cogalan hiicreler prolifere olmayan hiicrelere gére metabolik olarak daha cok
aktivite gosterdigi i¢in bu yontemle sadece hiicre canliligt ve sitotoksite degil hiicre
aktivasyonu ve proliferasyonu da degerlendirilmektedir. Tetrazolyum tuzu canli hiicre
varliginda suda ¢oziinmeyen formazon halkasina doniistiiriilmekte ve DMSO gibi
deterjan etkili soliisyonlarin eklenmesiyle formazon kristalleri ¢oziiliip mor renge
déniismektedir.”®

Proliferasyon c¢aligmasinda dordiincii ve sekizinci kusak arasindaki vaskiiler diiz
kas hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabina her kuyucukta 5,000-10,000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Hiicreler 37°C’de % 5 CO; - % 95 hava iceren inkiibator ortaminda 24
saat inkiibe edildikten sonra her kuyucuga 100 uL Ang II (0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1,
10 ve 100 uM, 1000 uM), ATRI1 antagonisti Olmesartan (1 uM) ve ATR2 antagonisti
PD123,319 (1 uM) eklenerek tekrar 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
hiicrelerin iizerindeki soliisyon uzaklastirildi. Her kuyucuga 100 pL MTT (5 mg/mL
MTT) soliisyonu eklenerek hiicreler 4 saat inkiibe edildi.'® Bu siire sonunda
kimyasallar kuyucuklardan pipet yardimiyla alinnarak 100 pL DMSO eklendi.
Formazan kristallerinin ¢oziinmesi i¢in 20-30 dakika hiicreler inkiibatdrde bekletildi.
Tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucunda olusan soluk sar1 renkli MTT
boyasinin, koyu mavi-mor formazon {riiniine doniistigi gdzlendi.**'™ DMSO,
MTT nin ve indirgenme {iriinlerini ¢6zmek i¢in kullanildi. Doksan alt1 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kabinin 20-30 dakika DMSO ile inkiibasyonundan sonra olugan renk degisimi

absorbans olarak spektrofotometre veya plate okuyucuyla (Eon, Biotek marka) 570-630
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nm dalga boyunda degerlendirildi.®® Her kuyunun 570 nm dalga boyundaki absorbans
degeri 630 nm dalga boyundaki absorbans degerinden ¢ikarilarak (A s7onm=-A¢30nm) her
grubun ortalama absorbansi hesaplandi (Sekil 18).

Sekil 18. Doksan Altt Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Kabinin Plate Okuyucuyla (Eon, Biotek marka)

Degerlendirilmesi.

3.6. Hiicre ve Medyum Ekstraktinin Hazirlanmasi:

Hiicre kiiltiir kabinda (75 cm?) bulunan hiicreler tripsinizasyon islemi sonrasinda
alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in 24-72 saat beklenip
Ang II (0,1 uM), Olmesartan (1 uM) ve PDI123,319 (1 uM) uygulamas: yapild1.
Uygulamadan 24 saat sonra ekstraksiyon islemine gecildi. Ekstraksiyon islemi Santa
Cruz Biotechnology ekstraksiyon kitinde belirtilen protokole gore yapildi.
Kuyucuklardaki hiicre medyumu ependorf tiiplerine alinarak + 4 C’de 1100 G’de 10
dakika santrifiij edildi (Sekil 19). Santrifiij sonrasi, siipernatanlar ependorflara

alinanarak hiicre medyum ekstraktlar1 hazirlandi. Ornekler - 80 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 19. Sogutmali Santrifiij Cihazi.

Medyumlar1 uzaklastirilan kuyucuklardan hiicre ekstrakti elde etmek icin ilk
olarak kuyular Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) ¢ozeltisiyle yikandi. Yikama islemi 3 kez
tekrarlandi. PBS uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 450 pL hazirlanan ekstraksiyon
tamponundan eklenerek +4 °C’de buzdolabi igerisinde bulunan calkalayicida 15 dakika
karistirildi. On bes dakika sonunda kuyucuklarin tabaninda bulunan hiicreler hiicre
kaziyicis1 yardimiyla yerlerinden dikkatlice kaldirilip otomatik pipet yardimiyla
ependorf tiiplerine alind1 (Sekil 20). Ornekler 10,000 G’de 10 dakika santrifiij edilerek
siipernatanlar ependorflara alindi. Ornekler -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza

edildi.

Sekil 20. Hiicre Ekstraksiyonu, a) Alti Kuyulu Hiicre Kiiltiir Kabi b) Hiicre Kaziyici.
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3.7. Lowry Yontemi

Lowry, Coomassie Blue G-250 (Bradford), Bikinkoninik Asit (BAC) ve Biuret
gibi yontemler total protein tayininde siklikla kullanilmaktadir. Lowry yontemi, biiiret
yonteminin gelistirilmis seklidir. Bu yontemde Cu®* iyonu alkali ortamda proteinlerdeki
peptit baglari ile kompleks olusturmakta ve Cu*’e indirgenmektedir. Indirgenmis bakir
ve proteinlerin yan zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve sistein aminoasitleri Folin-
Ciocalteau’s reaktifini indirgemesiyle mavi renk olusumu meydana gelmektedir (Sekil

21). Olusan mavi rengin yogunlugu protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.'%>1%

Bu yontemle 0,01-1,0 mg/mL arasindaki protein miktar 5lgiilebilmektedir.'®

Lowry
yontemi siklikla kullanilan bir total protein testi olup biyolojik sivi, protein karisimi ve
ekstraktlardaki protein miktar1 dogru ve uygun bir sekilde belirlenebilmektedir. Bir¢ok
bilimsel c¢alismada serum oOrneklerindeki ve mezenkimal hiicrelerdeki total protein

miktarinin bu yontemle 6l¢iildiigii belirtilmektedir.'"’

1. Ependorf tiiplerine 50 uL 6rnek ve standart, kor ependorf tiipiine de 50 puL saf su
konuldu.

2. Tium tiiplere 150 puL C reaktifi eklendi (C reaktifi 100:1 oraninda A ve B reaktifi
karisimindan olusmaktadir. A reaktifi % 2 Na,CO3, % 0,4 NaOH, % 0,16 Na-
tartarat; B reaktifi ise % 4 CuSO4.5H,0 olacak sekilde hazirlandi).

3. Tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

4. Tim tiiplere 3 puL Folin-Ciocalteau’s reaktifi eklendi.

5. Doksan alti kuyulu kiiltiir kabina standartlar ve ornekler pipetlenerek oda
sicakliginda 45 dakika bekletildi.

6. Kuyucuklarda bulunan orneklerin ve standartlarin absorbans degerleri 660 nm
dalga boyunda spektrofotometreyle olciildii.

7. Her bir 6rnegin protein miktar1 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062, 0,031 ve 0
mg/mL dozlarinda hazirlanan BSA absorbanslartyla olusturulan standart egriden
yararlanilarak kontrol ve diyabetik grupta bulunan toplam 32 6rnegin hem hiicre

ekstraktinda hem de hiicre medyumundaki total protein miktar hesaplands.'®%

40



Sekil 21. Lowry Yontemiyle Mavi Renk Degisimi.

3.8. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Yontemi

ELISA, enzim immiinoassay (EIA) olarakta bilinen immiinolojik bir olgiim
yontemi olup biyolojik orneklerde bulunan antijen, antikor, protein, glikoprotein ve
hormon gibi maddelerin hem kalitatif hem de kantitatif tayini icin tasarlanmig bir
tekniktir.'® Tezde yarismali Ang IT ELISA kiti kullanildi.

Ang II EIA Kiti, Ang II peptidini tayin eden in vitro kantitatif bir deney olup,
temeli yarismali EIA prensibine dayanmaktadir. Kitin icerisindeki mikroplate ikincil bir
anti-tavsan antikoruyla onceden kaplidir. Bloklama adimi ve kiiltiir kabinin anti-
Anjiyotensin II antikoru ile inkiibasyonundan sonra, biyotinlenmis Ang II peptidi ve
peptit standard1 veya numunelerde hedeflenen peptit, Ang II antikoru ile yarigmali bir
sekilde etkilesime girmektedir. Baglanmis biyotinlenmis Ang II peptidi daha sonra bir
renk gelistirme reaksiyonunu katalize eden Streptavidin-yaban turpu peroksidazi (SA-
HRP) ile baglanmaktadir (Sekil 22). Kolorimetrik sinyal yogunlugu biyotinlenmis
peptit-SA-HRP kompleksinin miktar1 ile dogrudan dogruya orantilidir ve standart ve
numunelerdeki Ang II peptit miktariyla ters orantilidir. Bu durum Ang II antikoruyla
standart veya Orneklerdeki biyotinlenmis Ang II peptidi arasindaki yarigmali
baglanmadan kaynaklanmaktadir. Ang II peptidinin bilinen konsantrasyonunun standart
egrisi olusturulabilmekte ve orneklerdeki Ang II peptidinin konsantrasyonu bu egriye
gore hesaplanabilmektedir. Bu kit insan, fare ve sigan Ang II’sini tespit edebilmektedir.

Kitin Ang II tespit aralig1 0,1-1,000 pg/mL arasindadir.
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Sekil 22. Durdurucu Soliisyonun Eklenmesiyle Sar1 Rengin Mavi Renge Degisimi.

3.8.1. Kitin icinde Bulunan Soliisyonlar
1. Ikincil antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu plate (A Maddesi) - RABOO10A:
Ikincil antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu (12 serit x 8 goz)
20x Yikama Tamponu (B Maddesi) RABWASH3: 25 ml
EIA Anjiyotensin II Peptit standardi, (C Maddesi) - RAB0010C: 2 sise
Anti-Anjiyotensin II tespit Antikoru, (N Maddesi) - RABOO10F: 2 sise
EIA Anjiyotensin II 5x Deney Seyreltici B (E Maddesi) - RABDIL10: 15 mL 5x

A

yogunlastirilmis tampon
Biyotinlenmis Anjiyotensin II Peptidi, (F Maddesi) - RAB0O010G: 2 sise
7. HRP-streptavidin (G Maddesi) - RABHRP3: 600 ul 100x konsantre HRP-

o

konjuge Streptavidin

8. Anjiyotensin II Pozitif Kontrol Ornegi, (M Maddesi) - RAB0010K: 1 sise

9. TMB Substrat c¢ozeltisi (H Maddesi) - RABTMB2: Tamponlanmis Soliisyonda
12 ml 3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)

10. Durdurma Soliisyonu(I Maddesi) - RABSTOP2: 8 ml 0,2 M siilfiirik asit (Sekil
23)
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Sekil 23. Anjiyotensin I ELISA Kiti.

3.8.2. Standartlarin Hazirlanmasi

Final konsantrasyonu 1000 pg/mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,1 pg/mL
ve 0 pg/mL olacak sekilde 6 adet ependorf tiipii etiketlendi. Birinci tiipe 450 uL 1000
pg/mL (standart Ang II peptidi ve 20 pg/mL biyotinlenmis Ang II), diger tiiplere 450
pL biyotinlenmis Ang II soliisyonu pipetlendi. Birinci tiipten baslayarak O pg/mL olan
tiipe kadar bir onceki tiipten 50 pL alinarak standartlarda sirasiyla seyreltme yapildi
(Sekil 24).

50 50p 50 50l

HHHHE

Sekil 24. Standartlarin Seyreltilmesi.
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3.8.3. Deneyin Yapihisi
ELISA kit prosediiriinde belirtilen talimatlara uygun olarak calisildi. Reaktif

hazirlama adimlar1 sirasinda kit soliisyonlar1 buz akiisii iizerinde tutuldu. Calismada

standartlar 2 kez, her grubun ornekleri 4 defa tekrarlanarak ¢aligildi.

1.

3.

4.

Her kuyucuga 100 pL anti-Anjiyotensin II antikoru eklenerek 96’lik plate oda
sicakliginda hafifce ¢alkalanirken (1-2 devir/sn) 1,5 saat inkiibe edildi.

Her bir kuyu 200-300 puL yikama soliisyonuyla ile 4 kez yikandi. Bu islem
otomatik plate yikayici ile yapildi. Son yikamadan sonra kuyucuklardaki yikama
solisyonu aspire edildi ve plate kagit havlu tizerine hizlica ters cevrilerek

kuyucuklarin tamamen bosalmasi saglandi (Sekil 25).

Sekil 25. a) Plate Kuyucuklarini Yikama Cihazi b) Plate Okuyucu.

Hiicre ve medyum ekstraktlar1 hazirlandi (-80 °C’de muhafaza edilen hiicre ve
medyum ekstraktlar1 kullanilmadan 6nce her bir ependorfta bulunan 6rnegin oda
sicakliginda  erimesi  saglandi. Orneklerin igerisinde kalmis olabilecek
partikiilleri uzaklagtirmak amaciyla +4 °C’de 10.000 G’de 5 dakika santrifiij
edildi). Her bir standart, ornek ve pozitif kontrolden 100 pL olacak sekilde
kuyucuklara ilave edilerek bos bir kuyu eklendi (yalnizca deney seyreltici).
Kuyucuklarin tizeri seffaf yapiskan filmle kapatildi ve oda sicakliginda hafifce
calkalanarak (1-2 devir/sn) 2,5 saat inkiibe edildi.

Soliisyunlar atildi1 ve otomatik cihazla kuyular 4 kez yikandi.
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5. Hazirlanan HRP-Streptavidin soliisyonundan 100 uL her kuyucuga eklendi. Oda
sicakliginda hafifce calkanirken 45 dakika inkiibe edildi.

6. Kuyucuklardaki soliisyon atild1 ve tekrar 4 kez yikandi.

7. Her kuyucuga 100 pL TMB Tek Adimli Substrat Reagenti eklendi. Karanlikta,
oda sicakliginda 30 dakika hafifce calkalanarak inkiibe edildi (1-2 devir/sn).
Baglanan hedef protein miktariyla ters orantili olarak mavi renk olustugu
gozlendi.

8. Her goze 50 pL durdurma soliisyonunun eklenmesiyle mavi rengin sar1 renge
degistigi giiriildii. Olusan rengin yogunlugu 450 nm’de Eon, Biotek marka plate
okuyucuyla o6l¢iildii.

3.8.4. Hesaplamalar ve Standart Egri

Yinelenen standartlarin ve kontrollerin absorbans degerleri hesaplanarak bos
optik yogunlugun absorbans degeri ¢ikarildi. Excel programi kullanilarak standart egri
cizildi. Ortaya ¢ikan standart egrinin fonksiyonu Excel programiyla belirlendi. Tiim
standartlarin ve Orneklerin absorbans degerleri fonksiyon yardimiyla Ang 1I
konsantrasyonu olarak hesaplandi. Kontrol, diyabetik ve yiiksek glukoz uygulanan

VDKHK gruplarinda bulunan tiim 6rnek ekstraktlarinda Ang II diizeyi ol¢iildii.

3.9. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 21.0 paket programi kullanildi. Elde
edilen veriler ortalama #* standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde,
varyanslarin homojen dagilip dagilmadigina bakildiktan sonra homojen dagilmalari
durumunda parametrik bir test olan ANOVA kullanildi. Fark bulunmasi durumunda
hangi gruplar arasinda fark bulundugunu gdéstermek amaciyla pos hoc Dunnett ve Tukey

testleri yapildi. Yapilan tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Sekeri ve Idrar Degerleri

STZ uygulamasindan 6nce ve sonra 3. giinde saglikli ve diyabetik hayvanlarin
kan glukozu kalibre edilmis Gluko Dr marka glukometreyle 6l¢iildii. Hayvanlarin kan
sekerleri ve viicut agirliklar1 sekiz hafta boyunca takip edildi. Ayrica saglikli ve
diyabetik hayvanlarin idrar1 striple 6l¢iildii (Sekil 26).

Sekil 26. Glukometre ve Idrar Stribi.

Hayvanlarin kan sekerleri a¢ ve susuz birakilmadan 6l¢iildii. Kontrol grubu
hayvanda kan sekeri 8 haftalik 6l¢iimde 120-140 mg/dL arasinda degisirken, STZ
uygulanan hayvanda 3. giinden sonra kan sekeri 330-401 mg/dL arasinda degistigi
goriildii (Sekil 27), (Tablo 4). Kontrol grubu hayvanda viicut agirligi 8 haftada % 69

artarken, STZ uygulanan hayvanda ise % 16 azaldig1 saptand (Sekil 28).
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Tablo 4. Kan Sekeri ve Viicut Agirligi Olgiimii.

Kontrol (n=1) STZ Uygulanan (n=1)
Viicut Agirhigi (g) | Kan Sekeri (mg/dL) | Viicut Agirhg (g) Kan Sekeri
(mg/dL)
1. Giin 220 126 243 130
3. Giin 225 130 240 339
1. Hafta 228 125 235 351
2. Hafta 260 131 231 360
3. Hafta 321 120 227 330
4. Hafta 348 125 224 392
5. Hafta 352 133 220 401
6. Hafta 358 135 215 387
7. Hafta 367 140 209 398
8. Hafta 373 124 204 430
500 -
450 -
- 400 -
©
"~ 350 -
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Sekil 27. Kontrol ve Diyabetik Sicanlarn Sekiz Haftalik Kan Sekeri Olgiimleri (n=1).
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Sekil 28. Kontrol ve Diyabetik Sicanlarin Sekiz Haftalik Viicut Agirligi (n=1).

Kontrol grubunda idrar glukoz <50 mg/dL iken diyabetik hayvanin idrarinda
500-1000 mg/dL. glukoz olgiildii. Kontrol ve diyabetik grubunun hayvanlarin idrar

orneklerinin degerleri Tablo 5’te belirtilmistir.

Tablo 5. Kontrol ve Diyabetik Hayvanin Idrar Degerleri.

Parametre Kontrol (n=1) Diyabetik (n=1)
Glukoz <50 mg/dL 500-1000 mg/dL
Proteiniiri ) 30 mg/dL
Ketoniiri ) )

Nitrit ) (+)

Lokosit ) )

Eritrosit ) )
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4.2. VDKH’lerin Boyanmasi

Petri kaplarinda bulunan VDKH’ler boyanmadan oOnce invert mikroskopla
bakilarak polilizinli lam yiizeyinde yayilmalar1 ve ¢ogalmalari degerlendirildi (Sekil
29). VDKH’ler lam ylizeyini kapladiktan ve yeterli sayiya ulastiktan sonra preparatlar
a-SMA, kaldesmon ve kalponinle IHK yontemle boyandi. Calismada kullanilan
hiicrelerin VDKH oldugu dogrulandi (Sekil 30, 31, 32).

Sekil 30. a-smooth muscle actin (a-SMA) ile Boyanan VDKH’ler, a) x100’liikk Biiyiitme, b) x400

Biiyiitme.
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a) | b)

Sekil 31. Kaldesmon’la Boyanan VDKH’ler, a) x100’liik, b) x200’liik Biiyiitme.

Sekil 32. Kalponin’le Boyanan VDKH’ler, a) x100’liik, b) x200’liik Bityiitme.

4.3. VDKHK’de Proliferasyonun Degerlendirilmesi

4.3.1. Normal VDKHK’de 24 Saatlik Anjiyotensin II’nin Proliferasyona

Etkisi

Normal VDKH’de Ang II dozlarmin 24  saatlik proliferasyon
degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(8,58)=3,903
p=0,001]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubuna gére Ang II 0,0001 uM
(p=0,005), Ang II 0,001 uM (p=0,005), Ang II 0,01 uM (p=0,004) ve Ang II 0,1 uM
(p=0,008) gruplarinda hiicre proliferasyonu anlamli olarak artti. Kontrol grubu ile Ang
II 1000 uM, 100 uM, 10 uM, 1 uM gruplar arasinda anlamh fark goriilmedi (p>0,05),
(Sekil 33).
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Sekil 33. Normal VDKH’de 24 Saatlik Ang II Doz Caligmasi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade
edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna gore. Tek Yonlii ANOVA Post hoc Dunnett Testi (n=6-
12).

4.3.2. Normal VDKHK’de Anjiyotensin II’nin 48 Saatlik Proliferasyona

Etkisi

Normal VDKH’de Ang 1II  dozlarinin 48  saatlik  proliferasyon
degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlaml fark bulundu [F(5,72)=35,449
p=0,000]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubuna gore Ang II 0,1 uM
(p=0,000) grubunda hiicre proliferasyonu anlamli olarak artti. Ang II 1000 uM
(p=0,004) grubunda ise anlamli azalma goriildii. Kontrol grubu ile 100 uM, 10 uM, 1
uM gruplari arasinda anlamli fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 34).
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Sekil 34. Normal VDKH’de 48 Saatlik Ang II Doz Caligmasi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade
edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna gore. Tek Yonlit ANOVA Post hoc Dunnett Testi (n=12-
15).

4.3.3. Normal VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319’un

Proliferasyona Etkisi

Normal VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319°’un proliferasyon
degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(7,48)=7,202
p=0,000]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubu Ang II (p=0,007), Ang
[1+PD123,319 (p=0,001), Olmesartan+PD123,319 (p=0,008), Ang
[I+Olmesartan+PD123,319 (p=0,001) gruplari karsilastirildiginda hiicre
proliferasyonunda anlamli artis saptandi. Kontrol grubu ile Olmesartan (p=1,000), Ang
[I+Olmesartan (p=1,000) ve PD123,319 (p=0,071) gruplar arasinda ise anlamli fark
saptanmadi. Post hoc yapilan Tukey testi ile Ang II grubu Ang II+Olmesartan
(p=0,028) grubu karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunda anlamli azalma goriildii.
Ang II grubu Ang 11+P123,319 (p=1,000) ve Ang II+Olmesartan+PD123,319 (p=1,000)
grubu karsilagtirildiginda anlamli fark goriilmedi (Sekil 35).
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Sekil 35. Normal VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319 Proliferasyon Caligmasi. Veriler
ortalama + S.H olarak ifade edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna gore. Tek Yonli ANOVA

Post hoc Dunnett Testi. # p<0,05 Ang II grubuna gore. Tek Yonlii ANOVA Post hoc Tukey
Testi (n=5-8).

4.3.4. Diyabetik VDKHK’de Anjiyotensin II’nin Proliferasyona Etkisi

Proliferasyon degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark
saptand1 [F(8,47)=2,47 p=0,025]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubu Ang
I o0,1 uyM (p=0,011) ve Ang II 0,01 uM (p=0,038) grubu karsilastirildiginda
proliferayonda anlamli artis goriildii. Kontrol grubu ile Ang I 1000 uM, 100 uM, 10
uM, 1 uM, 0,001 uM, 0,0001 uM dozlar1 arasinda anlamh fark goriilmedi (p>0,05),
(Sekil 36).
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Sekil 36. Diyabetik VDKHK’de 24 Saatlik Ang II Doz Calismasi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade
edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna gore. Tek Yonli ANOVA Post hoc Dunnett Testi (n=6-
7).

4.3.5. Diyabetik VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319’un

Proliferasyona Etkisi

Diyabetik VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PDI123,319’un proliferasyon
degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(7,43)=4,133
p=0,001]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubu Ang II (p=0,002), PD123,319
(p=0,011), Ang II+PD123,319 (p=0,049), Olmesartan+PD123,319 (p=0,000), Ang
[I+Olmesartan+PD123,319 (p=0,0005) gruplart karsilastirildiginda  hiicre
proliferasyonunda anlamli artis saptandi. Kontrol grubu ile Olmesartan (p=0,064) ve
Ang II+Olmesartan (p=0,081) gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmadi. Post hoc
yapilan Tukey testiyle Ang II grubu Ang [I+Olmesartan (p=0,669), Ang 1I+PD123,319
(p=0,716) ve Ang II+Olmesartan+PD123,319 (p=1,000) gruplarn1 karsilastiridiginda
anlaml bir fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 37).
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Sekil 37. Diyabetik VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319 Proliferasyon Calismasi. Veriler
ortalama = S.H olarak ifade edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna gore. Tek Yonlii ANOVA

Post hoc Dunnett Testi (n=6-7).

4.3.6. Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKHK’de Anjiyotensin II’nin

Proliferasyona Etkisi

Yiiksek glukozlu hiicre medyumunda (4500 mg/L glukoz iceren) 4-6 hafta
boyunca tutulan normal VDKHK’de Ang II dozlarinin  proliferasyon
degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(8,65)=8,105
p=0,000]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubu Ang II 0,01 uM (p=0,000) ve
Ang I 0,1 uM (p=0,001) gruplar1 karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunda anlaml
artis saptandi. Kontrol grubu ile Ang II 1000 uM, 100 uM, 10 uM, 1 uM, 0,001 uM ve
0,0001 uM dozlar arasinda anlamli fark goriilmedi (p>0,05), (Sekil 38).
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Sekil 38. Yiiksek Glukozlu VDKHK’de 24 Saatlik Ang II Doz Calismasi. Veriler ortalama + S.H olarak
ifade edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna gore. Tek Yonliit ANOVA Post hoc Dunnett Testi
(n=7-13).

4.3.7. Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve

PD123,319’un Proliferasyona Etkisi

Yiiksek glukozlu hiicre medyumunda (4500 mg/L glukoz iceren) 4-6 hafta
boyunca inkiibe edilen normal VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319un
proliferasyon degerlendirmesinde ANOVA ile gruplar arasinda anlamli fark bulundu
[F(7,52)=3,947 p=0,002]. Post hoc yapilan Dunnett testi ile kontrol grubu Ang II
(p=0,009), Olmesartan (p=0,036), Ang II+Olmesartan (p=0,037), PD123,319 (p=0,005),
Ang 11+PD123,319 (p=0,002), Olmesartan+PD123,319 (p=0,002), Ang
[I+Olmesartan+PD123,319  (p=0,000)  gruplariyla  karsilagtirildiginda  hiicre
proliferasyonunda anlamli artis saptandi. Post hoc Tukey testi ile Ang II grubu Ang
II+Olmesartan (p=1,000), Ang 11+PD123,319 (p=0,998) ve Ang
[I+Olmesartan+PD123,319  (p=0,749) gruplar1 karsilastinndiginda anlamli  fark
goriilmedi (Sekil 39).
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Sekil 39. Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKHK’de Ang II, Olmesartan ve PD123,319 Proliferasyon
Caligmasi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade edilmistir. * p<0,05 Kontrol grubuna goére. Tek

Yonliit ANOVA Post hoc Dunnett Testi (n=6-8).

4.4. Total Protein Miktar1

Saglikli ve diyabetik VDKH’de ve VDKHK medyumunda bulunan gruplardaki
tiim Orneklerde total protein miktar1 Lowry yontemiyle 6l¢iildii. Miktar1 bilinen BSA
dozlarindan standartlar hazirlanarak spektrofotometreyle dl¢giilen absorbans degerleriyle
standart egri ¢izildi. Ortaya ¢ikan egim fonksiyonuyla saglikli ve diyabetik VDKH
ekstrakti ve kiiltiir medyumu gruplarindaki tiim 6rneklerin absorbans degerlerinden total

protein miktar1 hesaplandi (Tablo 6).
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Tablo 6. Total Protein Miktari.

Normal Normal Diyabetik Diyabetik
Gruplar VDKH VDKHK VDKH VDKHK

Ekstrakti Medyumu | Ekstrakt Medyumu

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Kontrol 0,44 13,0 0,81 3,63
Ang II 1,41 30,1 0,52 3,02
Olmesartan 0,45 2,7 0,77 215.,0
Ang II+Olmesartan 0,27 2,9 0,89 3,33
PD123,319 0,27 2,4 1,10 49,5
Ang I1+PD123,319 0,56 118,3 1,44 15,0
Olmesartan+PD123,319 0,31 21,9 0,30 30,6
Ang II+Olmesartan+PD123,319 1,25 47,0 0,622 69,7

Gruplarda n=1

4.5. ELiSA ile Ang II Diizeyi Ol¢iimii

4.5.1. ELISA ile Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi Olciimii

Tiim gruplardaki 6rneklerin hiicre ekstraktlarindaki Ang II diizeyini belirlemek
icin 1000, 100, 10, 1, 0,1 ve O pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan Ang II peptit
standartlarin 450 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleriyle Excel programinda
standart egri ¢izildi. Olusan egrinin fonksiyonu belirlenerek saglikli, diyabetik ve
yiiksek glukozlu grupta VDKH ekstrakt orneklerindeki Ang II diizeyleri pg/mL olarak
olciildii (Sekil 40).
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Sekil 40. VDKHK Hiicre Ekstrakti Ang II Standart Egrisi.

4.5.1.1. Normal VDKHK Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi

Normal VDKHK’de ELISA kitiyle 8 grubun hiicre ekstraktlarinda Ang II
diizeyleri ol¢iildii. Veriler ortalama ve standart hata olarak hesaplandi (Tablo 7).
Kontrol (0,45040,06) pg/mL, Ang II (0,463+0,03) pg/mL, Olmesartan (0,514+0,07)
pg/mL, Ang I1+Olmesartan (0,574+0,06) pg/mL, PD123,319 (0,586+0,04) pg/mL, Ang
[I+PD123,319 (0,545+0,01) pg/mL, Olmesartan+PD123,319 (0,458+0,04) pg/mL, Ang
[I+Olmesartan+PD123,319 (0,622+0,02) pg/mL olarak ol¢iildii (Sekil 41).

Tablo 7. Normal VDKHK Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi.

Grup pg/mL(X)+SH n
Kontrol 0,450+0,06 4
Ang 11 0,463+0,03 3
Olmesartan 0,514+0,07 3
Ang II+Olmesartan 0,574+0,06 4
PD123,319 0,586+0,04 4
Ang I1+PD123,319 0,545+0,01 4
Olmesartan+PD123,319 0,458+0,04 4

Ang IT+Olmesartan+PD123,319 0,622+0,02 3
Toplam 0,526+0,01 29
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Sekil 41. Normal VDKHK’de Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade
edilmistir (n=3-4).

4.5.1.2. Diyabetik VDKHK Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi

Diyabetik VDKHK’de 8 grubun hiicre ekstraktinda Ang II diizeyi olgiilerek
veriler ortalama ve standart hata olarak hesaplandi (Tablo 8). Kontrol (0,631+0,02)
pg/mL, Ang II (0,507£0,10) pg/mL, Olmesartan (0,597+£0,06) pg/mL, Ang
[I+Olmesartan  (0,705£0,00) pg/mL, PDI123,319 (0,573+£0,05) pg/mL, Ang
[I+PD123,319 (0,633+0,06) pg/mL, Olmesartan+PD123,319 (0,645+0,05) pg/mL, Ang
[I+Olmesartan+PD123,319 (0,763+0,08) pg/mL olarak ol¢iildii (Sekil 42).
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Tablo 8. Diyabetik VDKHK Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi

Grup pg/mL(x)+SH n
Kontrol 0,631+0,02 4
Ang 11 0,507+0,10 4
Olmesartan 0,597+0,06 3
Ang IT+Olmesartan 0,705%0,00 1
PD123,319 0,573+0,05 4
Ang I1+PD123,319 0,633+0,06 4
Olmesartan+PD123,319 0,645+0,05 3
Ang II+Olmesartan+PD123,319 0,763+0,08 3
Toplam 0,526+0,02 26
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Sekil 42. Diyabetik VDKHK’de Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi. Veriler ortalama+S.H olarak ifade
edilmistir (n=1-4).
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4.5.1.3. Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKHK Hiicre Ekstraktinda Ang II

Diizeyi

Yiiksek glukozlu hiicre medyumunda 4-6 hafta inkiibe edilen VDKHK’de 8
grubun hiicre ekstraktinda Ang II diizeyi 6l¢iildii (Tablo 9). Veriler ortalama ve standart
hata olarak hesaplandi. Kontrol (0,640+0,01) pg/mL, Ang II (0,478+0,00) pg/mL,
Olmesartan (0,646+0,12) pg/mL, Ang [1+Olmesartan (0,540£+0,09) pg/mL, PD123,319
(0,693+0,05) pg/mL, Ang II+PD123,319 (0,829+0,02) pg/mL, Olmesartan+PD123,319
(0,651£0,11) pg/mL, Ang II+Olmesartan+PD123,319 (0,649+0,22) pg/mL olarak
bulundu (Sekil 43).

Tablo 9. Yiksek Glukoz Uygulanan VDKHK Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyi.

Grup pg/mL(x)+SH n
Kontrol 0,640+0,01 2
Ang 11 0,478+0,00 1
Olmesartan 0,646+0,12 2
Ang II+Olmesartan 0,540+0,09 2
PD123,319 0,693+0,05 2
Ang I1+PD123,319 0,829+0,02 2
Olmesartan+PD123,319 0,651+0,11 2
Ang IT+Olmesartan+PD123,319 0,649+0,22 2
Toplam 0,640+0,03 15
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Sekil 43. Yiiksek Glukozlu VDKHK’de Hiicre Ekstraktinda Ang II Diizeyleri. Veriler ortalama + S.H
olarak ifade edilmistir (n=1-4).

4.5.2. ELISA ile Hiicre Medyumunda Ang II Diizeyi Olciimii

Tiim gruplardaki orneklerin hiicre medyumundaki Ang II diizeyini belirlemek
icin 1000, 100, 10, 1, 0,1 ve 0 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan Ang II peptit
standartlarin 450 nm dalga boyunda o6l¢iilen absorbans degerleriyle Excel programinda
standart egri cizildi. Olusan egrinin fonksiyonu belirlenerek saglikli, diyabetik ve
yiiksek glukozlu grup VDKHK medyumu 6rneklerindeki Ang II diizeyleri pg/mL olarak
olgiildii (Sekil 44).
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Sekil 44 VDKHK Hiicre Medyumu Ang II Standart Egrisi.

4.5.2.1. Normal VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi

Normal VDKHK medyumunda Ang II diizeyi dlciildii. Gruplarda Ang II diizeyi
ortalama ve standart hata olarak ifade edildi (Tablo 10). Kontrol (0,457+0,04) pg/mL
Ang II (0,540+0,06) pg/mL, Olmesartan (0,389+0,04) pg/mL, Ang II+Olmesartan
(0,277£0,03) pg/mL, PD123,319 (0,463+0,04) pg/mL, Ang II+PD123,319 (0,216+0,02)
pg/mL, Olmesartan+PD123,319 (0,144+0,02) pg/mL, Ang II+Olmesartan+PD123,319
(0,262+0,01) pg/mL olarak ol¢iildii (Sekil 45).

Tablo 10. Normal VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi.

Grup pg/mL(x)+SH n
Kontrol 0,457+0,04 4
Ang II 0,540+0,06 4
Olmesartan 0,389+0,04 4
Ang IT+Olmesartan 0,277+0,03 4
PD123,319 0,463+0,04 4
Ang I1+PD123,319 0,216+0,02 4
Olmesartan+PD123,319 0,144+0,02 4
Ang II+Olmesartan+PD123,319 0,262+0,01 4
Toplam 0,343+0,02 32

64



Normal VDKHK Medyumu
0,7 -
= 0,6 -
E
o 05 -
2
-; 0'4 -
o
Hes | 013 N
a
= 02 -
[+11]
g 0'1 | i
0 -
o N o o o o
o aﬁa‘@ e,s“"‘(a 1’5?"& o 155:5& 1’5?}
Nl SR AR v °x "
(8) 8] W o o
o o N Nt
e la e &
0\6‘ 06‘
W
pe®

Sekil 45. Normal VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade edilmistir
(n=4).

4.5.2.2. Diyabetik VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi

Diyabetik VDKHK medyumunda 8 grubun Ang II diizeyi olciildii. Veriler
ortalama ve standart hata olarak ifade edildi (Tablo 11). Kontrol (0,131+£0,03) pg/mL,
Ang II (0,15240,02) pg/mL, Olmesartan (0,105+0,01) pg/mL, Ang II+Olmesartan
(0,117+0,02) pg/mL, PD123,319 (0,173+0,02) pg/mL, Ang 1I+PD123,319 (0,074+0,00)
pg/mL Olmesartan+PD123,319 (0,120+£0,01) pg/mL, Ang II+Olmesartan+PD123,319
(0,125+0,01) pg/mL olarak olciildii (Sekil 46).
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Tablo 11. Diyabetik VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi.

Grup pg/mL(x)+SH n
Kontrol 0,131£0,03 3
Ang I1 0,152+0,02 4
Olmesartan 0,105+0,01 3
Ang IT+Olmesartan 0,117£0,02 3
PD123,319 0,173+0,02 4
Ang I1+PD123,319 0,074+0,00 3
Olmesartan+PD123,319 0,120+0,01 2
Ang II+Olmesartan+PD123,319 0,125+0,01 3
Toplam 0,128+0,00 25
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Sekil 46. Diyabetik VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade edilmistir
(n=3-4).
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4.5.2.3. Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi

Yiiksek glukozlu hiicre medyumunda 4-6 hafta inkiibe edilen VDKHK
medyumunda 8 grubun Ang II diizeyi ol¢iildii (Tablo 12). Veriler ortalama ve standart
hata olarak verildi. Kontrol (0,111£0,00) pg/mL, Ang II (0,150£0,00) pg/mL,
Olmesartan (0,270+0,00) pg/mL, Ang I1+Olmesartan (0,185+0,00) pg/mL, PD123,319
(0,320£0,15) pg/mL, Ang 11+PD123,319 (0,175+£0,00) pg/mL, Olmesartan+PD123,319
(0,185£0,00) pg/mL, Ang II+Olmesartan+PD123,319 (0,182+0,08) pg/mL olarak
olciildii (Sekil 47).

Tablo 12. Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi.

Grup pg/mL(x)+SH n
Kontrol 0,111+0,00 2
Ang II 0,150+0,00 2
Olmesartan 0,270+0,00 1
Ang II+Olmesartan 0,185+0,00 1
PD123,319 0,320+0,15 2
Ang I1+PD123,319 0,175+0,00 1
Olmesartan+PD123,319 0,185+0,00 1

Ang II+Olmesartan+PD123,319 0,182+0,08 2
Toplam 0,195+0,03 12
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Sekil 47. Diyabetik VDKHK Medyumunda Ang II Diizeyi. Veriler ortalama + S.H olarak ifade edilmistir
(n=1-2).
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5. TARTISMA

RAS’1n kardiyovaskiiler sistemin fizyolojisi ve fizyopatolojisinde gorevli oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte yakin zamanda ortaya ¢ikan baz1 RAS bilesenleri, sinyal
yolaklar1 ve lokal RAS’1n hiicresel etkileri bu sistemin aydinlatilmamis yonleri olarak
belirtilmektedir. Lokal RAS’in bircok 6zel durumda ve hiicre tipinde selektif olarak
aktive olabildigi ve kardiyovaskiiler cesitli patolojik sorunlara yol actig1 ileri
siirilmektedir. Diyabet, ateroskleroz ve hipertansiyon gibi hastaliklarin olustugu
kardiyovaskiiler ve diger bir¢ok dokuda sistemik RAS bilesenlerinin yani sira lokal
RAS bilesenlerinin de arttigi gosterilmektedir. Intraselliiler RAS’1in hipertansiyon,
diyabet ve ateroskleroz gibi hastaliklarin gelisiminde ve ilerlemesinde anahtar rolii
olabilecegi her gegen giin anlagilmaktadir. Lokal RAS bilesenlerinin kardiyovaskiiler
doku {izerine intraselliiler etkisi ve bu yolaklarin mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamistir. Lokal RAS’la karsilastirildiginda sistemik RAS’la ilgili olarak
daha fazla calisma yapilmustir. Ozellikle Ang II, ATR1 ve ATR2’nin normal ve
diyabetik kosullarda hiicresel diizeydeki etkileriyle ilgili literatiirde in vivo ve in vitro
cok sayida c¢alisma bulunmaktadir. VDKH’lerin fizyolojik ve patolojik kosullarda
bireysel davranislarinda ve hiicrelerin birbirleriyle iletisimlerinde degisimler olabilecegi
bildirilmektedir. Bununla birlikte diyabet ve hiperglisemi gibi patolojik kosullardaki
Ang II ve ATR’nin hiicresel etkilerinde (proliferasyon, migrasyon) farkliliklar
bulunmaktadir. Bu degisimler kadiyovaskiiler patolojilerin tedavisinde kullanilan ARB

gibi ajanlara hiicresel yanitlarda farkliliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir.

5.1. VDKH’lerin IHK ile Boyanmasi

VDKH’lerin yapisinda bulunan a-SMA, kaldesmon, kalponin, SM22a, smemb,
smoothelin, SMC myosin heavy chain, sm22alpha gibi kontraktil proteinler antikorlarla
immunohistokimya (IHK) yontemiyle boyalnabilmektedir.109 Bu antikorlar VDKH’lerin
diger hiicre tiplerinden ayirt edilmesini saglamaktadir. a-SMA, VDKH’nin ilk bilinen
ve en fazla kullanilan belirteci olup miyofibroblastlar gibi bircok hiicre tipi tarafindan
da sentezlenebilmektedir.''” Ateroskleroz ve vaskiiler hasarlanmada VDKH’nin
farklilagmas1 ve degisiminin ayirtedilebilmesi amaciyla ¢ok sayida cesitli marker

kullanilmaktadir.'” Bizim calismamizda kullanilan VDKH’lerin a-SMA, kaldesmon ve

69



kalponinle boyandig1 goriildii. Kiiltiire edilmis VDKH’lerde protein markerlarin
diizeyinin  azaldigi  belirtilmektedir. ~ Aterosklerotik damarlarda IHK olarak
boyandiklarinda a-SMA ve SMC myosin heavy chain ekspresyonunun azaldigi
gorilmistir. Bu durumun sebebi olarak da VDKH’lerin kontraktil ve sentetik

fenotipindeki degisim gosterilmektedir.''"'"?

VDKH’lerin sentetik fenotipinin boliinme
yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir. VDKH’lerin sentetik ve kontraktil
fenotiplerinin bulundugu belirtilmekte olup patolojik durumlarda sentetik fenotipe
(proliferatif) doniistiigii ifade edilmektedir.''*'"* VDKH’ler 1-2. giinde yuvarlak sekilli
olup 3-4. giinde fibriler yapilar1 belirginlesmektedir.”® VDKH’lerin fenotipi cevresel
degisim, biiylime faktorli ve inhibitorii, mekanik etki, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimi ve inflamasyon mediyatorleriyle dnemli sekilde degisebilmektedir.'” Bu

morfolojik degisimin bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasima zemin hazirladig ileri

siiriilmektedir.'”

5.2. Normal, Diyabetik ve Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKH’de

Proliferasyon

Calismamizda normal VDKH’de Ang II'nin 24 saatlik uygulamasi hiicre
proliferasyonunu 0,1 uM’da % 18, 0,01 uM’da % 20, 0,001 uM’da % 20 ve 0,0001
uM’da % 20 anlaml artirirken, 48 saatlik uygulanmasit 0,1 pM’da % 37 oraninda
anlamli olarak artirdi. Ang II'nin 48 saatlik 1000 uM uygulamasi hiicre
proliferasyonunu % 14 oraninda anlamli azaltti. Bradford C. ve ark. (1988) yaptiklari
calismada primer VDKHK’de 100 nM Ang II'nin 24 saatlik uygulamasinda protein
sentezinde % 80, hiicre proliferasyonunda % 45 artis gostermislerdir. Ayni1 ¢alismada
VDKH’de 100 nM Ang II’nin hipertrofiyi en fazla artiran dozu oldugu da
belirtilmistir.”” Bu doz bizim ¢alismamizda kullandigimiz Ang II dozuna (0,1 pM)
esdegerdir. Bu calismadaki proliferasyon artisinin bizim c¢alismamizdan fazla olmasi
primer vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiiriinde kullanilan sican soyunun (Sprague-Dawley)
farkli olmas1 yaninda diiz kas hiicrelerinin proliferasyon yerine hipertrofiye ugramasi
olabilir. Ayn1 calismada Ang II’'nin VDKH i¢in gii¢lii bir uyarici oldugu belirtilmis olup
hiicre hacminde ve protein igeriginde artisa neden oldugu bildirilmektedir.® Ayrica in
vivo yapilan baska bir ¢alismada diiz kas kiitlesindeki bu artigin hiperplaziden ¢ok
hipertrofiden kaynaklandig: belirtilmektedir.''* A7r5 VDKH hattina Ang II'nin 100 pM
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dozunun 24 ve 48 saatlik uygulamalarinin hiicre proliferasyonunu anlamli olarak
artirdigr bildirilmektedir.” Bu ¢alismada Ang II'nin proliferatif dozu bizim dozumuzun
1000 katidir. Bu durumun muhtemel nedeni olarak kullandigimiz dozun yiiksek olmasi
yaninda A7r5 hattinin embriyonik si¢an diiz kas hiicre hatt1 olmas1 gosterilebilir. A7r5
hiicreleri embriyonik kdkenli oldugundan daha hizli ve aktif ¢ogalma yetenegine sahip
olabilir. Bu sebeple Ang II’nin farkli dozlarmin proliferasyon yanitlarinda degisimler
goriilebilir.

Siganlara 2 hafta boyunca Ang II uygulamasinin hipertansiyona ve vaskiiler diiz
kas tabakasinda hipertrofiye neden oldugu gosterilmistir.'"> Ang II'nin asil etkileri
VDKH {izerine olsa da tiim vaskiiler doku hiicrelerini (endotel, fibroblast ve
monosit/makrofaj) etkilemekte ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde temel rol
oynamaktadir. Bu hiicrelerin morfolojik degisimi, cesitli gen ekspresyonlar1 ve artmis
yamtlar1 patolojilerin olusmasma onciilik etmektedir.''® /n vivo ve in vitro yapilan
calismalarda Ang II’nin hiicre ¢ogalmasi, hipertrofisi, farklilasmasit ve apoptozunu
saglayan bir biiyiime faktorii oldugu da ileri siiriilmektedir.'"”

Calismamizda diyabetik VDKH’de Ang II’'nin 24 saatlik uygulamasinda hiicre
proliferasyonunda 0,1 pM’da % 28, 0,01 pM’da % 24 artig goriildii. Yiiksek glukozlu
hiicre medyumunda inkiibe edilen normal VDKH’de 24 saatlik Ang II uygulamasinda
hiicre proliferasyonunda 0,1 uM’da % 20, 0,01 pM’da % 21 artis bulundu.
Calismamizda Ang II  uygulamasinda  gruplar  proliferasyon  agisindan
karsilastirildiginda, diyabetik VDKH proliferasyonu normal VDKH’ye goére artma
egilimi gosterdi. Patolojik kosullarda hiicrelerin proliferasyon yaninda hipertrofiye
ugradig ileri siirlilmektedir. Laboratuvarimizda normal ve diyabetik VDKH’ler invert
mikroskop altinda incelendiginde kiiltiirler arasinda morfolojik degisimler (diyabetik
hiicre bilyiikliiglinde artis) gozlendi. VDKH’de goriilen bu fiziksel degisimler
calismamizda anlamli  proliferasyon artisini géremememizi  dogrulayabilir.
Arastirmalarda Ang II’nin ateroskleroz, hipertansiyon ve diyabet gibi hastaliklarda
biyiik arterlerin duvar ve intima kalinhigmni artirdigy;® diiz kas hiicrelerinde hipertrofi,
hiperplazi ve migrasyona neden oldugu da bildirilmektedir. Ang II'nin bu etkilerini
daha ¢ok ATR1 ve ATR2’ler iizerinden yaptigi bilinmektedir.>''® ATR1 araciligiyla
tirozin kinaz, IP;, PKC, JAK/STAT, MAPK, ERK1/ERK?2, FAK ve NADPH oksidaz
ve ROS aktive olmakta, bu sinyal yolaklariyla Ang II’'nin fizyolojik ve fizyopatolojik
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etkileri diizenlenmektedir.>'® Diyabetik durumda glukozun ve diger metabolitlerinin
cesitli sinyal yolaklarmin isleyisini degistirerek vazokonstriksiyon yanitinda artisa,
endotel disfonksiyonuna, VDKH’de proliferasyona ve migrasyona neden oldugu
belirtilmektedir.** Ang II aracili G protein sinyal aktivasyonu hipergliseminin vaskiiler
disfonksiyonla iligkisini agiklayabilmektedir.>’ Ayrica diyabetik siganlarda yapilan
VDKH kiiltiiriinde PKC inhibisyonunun Ang II aracili proliferasyonu ve migrasyonu
inhibe ettigi de belirtilmektedir.” Vaskiiler yapidaki patolojik siireclerde Ang II aracilt
sinyalizasyon ROS iiretimi, inflamasyon, insiilin direncinde ve trombositlerde aktvite
artis1, hiicrelerde biiyiime ve fibrozis artisina neden olmaktadir.

Vaskiiler yap1 aktif, hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenlerden olugsmaktadir.
Bu yap1 statik bir 6zellige sahip olmamakla birlikte bilesenleri degismekte, artmakta,
azalmakta, fizyolojik ve patolojik uyaranlarla yeniden organize olabilmektedir.” Cok
sayida lokal ve sistemik faktor (Ang II, endotelin-1) VDKH fonksiyonunun
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Normal sartlar altinda VDKH’lerin yetiskin
donemdeki ¢ogalma hizinin ve sentetik aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu
belirtilmektedir.!" Vaskiiler diiz kas hiicreleri erken gelisim donemlerinde, hasarlanma,
sitokin ve bazi biliylime faktorlerinin salinimiyla proliferasyona ugramakta, DNA
replikasyonu icin protein sentez donemine daha sonrada mitoz fazina gec;mektedir.gl’110
VDKH’lerin proliferatif donemlerinde asir1 miktarda kollajen, elastin ve proteoglikan
iirettigi de bildirilmektedir.'® In vivo calismalarda ateroskleroz ve diyabet gibi patolojik
durumlarin VDKH proliferasyonunda ve migrasyonunda artisa neden oldugu, endotel

hiicre hasarinin diiz kas hiicrelerinin ¢gogalmasini uyardigi gésterilmistir.76’120

Patolojik
durumlarda VDKH’nin morfolojisinde de degisimler olmakta, bu siire¢ ilerledikce
fenotipik degisimlerle birlikte ekstraselliiler matriks olusumu artmakta vaskiiler yapi
yeniden sekillenmektedir.'*

Calismamizda normal VDKH’lerinde Ang I % 33, Ang [1+PD123,319 % 36,
Olmesartan+PD123,319 % 29 ve Ang II+Olmesartan+PD123,319 % 35 oraninda hiicre
proliferasyonunda anlamli artisina neden olurken Ang II Ang II+Olmesartan
uygulamasiyla karsilagtirildiginda hiicre proliferasyonunun % 32 oraninda anlamli
olarak azaldig1 goriildii.

Literatiirde ARB’lerin VDKH proliferasyonunu hem in vitro hem de in vivo

kosullarda inhibe ettigi belirtilmektedir.”® Hipertansif siganlara, 6 haftalik losartan
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uygulamasmim aort ve mezenterik media kalmhgm azaltigi gosterilmisitr.'*' Ayrica
AT7r5 hiicrelerinde 10 umol/L ve 100 pmol/L losartanin, 100 pmol/L. Ang II'nin birlikte
uygulamasinda Ang II ile olusan hiicre proliferasyonunu anlamli olarak azalttigi
gosterilmigtir. Losartan 100 umol/L dozunda tek basima uygulandiginda da hiicre
proliferasyonunu anlamli azalttigi belirtilmistir. Bu bulgu, intraselliler Ang 1I
iiretimiyle iliskilendirilmistir.'** /n vitro yapilan bir ¢alismada VDKH’de 1 uM Ang II
uygulandiginda hiicre proliferasyonunun arttig1 goriilirtken bu uygulamaya 1 puM
losartan veya 1 pM PD123,319 eklenmesiyle proliferasyonun azaldig: gosterilmistir.'*
Farkli bir ¢caligmada VDKHK’de 100 uM Ang II'yle ortaya ¢ikan hiicre migrasyonunun
100 pM Olmesartanin birlikte uygulanmasiyla anlamli olarak azaldigi ileri
siiriilmiistiir.'** In vivo yapilan bir calismada 0,1 uM Ang II uygulamasiyla indiiklenen
anjiyogenezin 1 uM candesartanla inhibe edildigi ancak 1 uM PD123,319’un
anjiyogenez iizerine herhangi bir etkisinin olmadig: belirtilmistir.'"*

Calismamizda diyabetik VDKH’lerde Ang II % 34, PD123,319 % 28, Ang
[I+PD123,319 % 23, Olmesartan+PD123,319 % 44 ve Ang [I+Olmesartan+PD123,319
% 32 oraninda hiicre proliferasyonunda anlamli artisa neden olurken, Ang Il Ang
[I+Olmesartan uygulamasiyla karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunun azalmadig:
saptandi.

Bizim ¢aligmamizda Olmesartan uygulamasinin hiicre proliferasyonunda anlamli
azalma yapmamasinin sebebi 1 uM dozun yetersiz olmas1 olabilecegi gibi bir diger
sebep de diyabette artmis proliferasyonun Olmesartan tarafindan inhibe edilememesi
olabilir. Ancak literatiirde 1 uM Olmesartan uygulamasinin VDKH proliferasyonunu ve
migrasyonunu inhibe ettigine dair ¢alismalar da bulunmaktadir.'** Ayrica diyabetik
VDKH’de intraselliler Ang II'nin proliferasyonu saglayan sinyal yolaklarinin
Olmesartan tarafindan inhibe edilememesi de bir neden olarak gosterilebilir. Bu bulgu
literatiirde belirtildigi gibi diyabetik ve patolojik durumlarda intaselliler RAS
bilesenlerinin artigini desteklemektedir.

In vivo yapilan bir ¢alismada da 0,1 pM Ang II ile hem obez hem de obez
olmayan Wistar siganlarda olusturulan hiicre proliferasyonunun 0,1 uM Ang 11+0,1 uM
Olmesartanin beraber uygulamasinda anlamli olarak azaldigi gosterildi.’* Bu galismada
Olmesartanin 0,1 pM dozu da hiicre proliferasyonunu azaltmaya yeterli olmustur.

Ancak bazi ¢alismalarda proliferasyonu ve migrasyonu inhibe etmek i¢cin Olmesartanin
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daha yiiksek dozlari kullamlmustir.'** Aym doz Ang I'ye 0,1 puM PD 123,319
eklenmesiyle hiicre sayisinim anlamli olarak arttig1 belirtilmistir.’* VDKHK de yapilan
bir calismada da PD123,319 1 uM uygulamasinin hiicre proliferasyonunu artirdigi ve
apoptozu azaltti1 gosterilmistir.’® Bu sonug da bizim ¢alismamizla uyumludur.

Yiiksek glukoz uygulanan VDKH’de Ang II’nin % 33, Olmesartan’in % 29, Ang
[I+Olmesartan’mm % 33, PD123,319’un % 35, Ang II+PD123,319un % 38,
Olmesartan+PD123,319’un % 38 ve Ang II+Olmesartan+PD123,319’un % 48 oraninda
hiicre proliferasyonunu anlamli olarak arttirdig1 goriildii.

Yapilan bir calismada insan VDKH’sine 5 mM ve 22 mM glukoz 96 saatlik
uygulamasinda, 5 mM olan grupla karsilastirildiginda 22 mM konsantrasyonda hiicre
proliferasyonunun anlamh azaldigi goriilmiistiir.*> Bu calismada ortaya c¢ikan sonug
yiiksek glukoz uygulamasiin siiresiyle (96 saat) ve glukoz miktariyla (22 mM=396
mg/dL) iliskilendirilebilir. Bizim ¢alismamizda ise normal VDKH’ler yiiksek glukozlu
hiicre medyumunda (450 mg/dL) 4-6 hafta boyunca inkiibe edildi. Literatiirde yapilan
bu calisma ile bizim g¢alismamiz arasindaki farkliligin sebebi kullanilan kiiltiir tiiri
(insan), kiltirde kullanilan glukoz miktar1 ve hiicrelerin glukoza maruz birakilma
stiresinin farklilig1 olabilir. Literatiirde diyabetin ve yiiksek glukoz uygulamasinin hiicre
proliferasyonunu artirdigimi bildiren ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir.”*"®** Ancak
bu bulgulardan tamamen farkli sonug¢ elde edilen calismalar da mevcuttur. /n vivo
yapilan bir ¢alismada vaskiiler diiz hiicre proliferasyon artisinin  glukozdan
kayaklanmadigi, ortamda bulunan lipit ve diger molekiillerden kaynaklanabilecegi de
rapor edilmistir.® Bununla birlikte bazi calismalarda yiikksek glukozun hiicre
cogalmasimi azalttigr da belirtilmektedir.”” Ancak diyabet ve hiperglisemiyle ilgili
caligmalarin biiylik ¢ogunlugunda yiiksek glukozun hiicre proliferasyonunu artirdigi
belirtilmektedir.””

Wang K ve ark. (2017)’nin yaptig1 ¢aligmada normal saglikli siganlarla diyabetik
siganlar karsilastirildiginda VDKH proliferasyonunun arttigi gdsterilmistir.'> Bizim
caligmamizda normal ve diyabetik VDKH proliferasyonu arasinda anlamli fark
olmamasinin sebebi hiicrelerin davranis degisikliginden olabilecegi gibi hiicrelerin
patolojik kosullarda verdigi yanit farkliliklarindan da kaynaklanabilir. Primer kiiltiiriin
birbirini izleyen pasajlarinda hiicreler farklilagmakta ve hiicrelerin bir kismu 6lmektedir.

Doku ornekleri ¢ogunlukla heterojendir. Ancak birka¢ pasaj sonra kiiltiire edilmis
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hiicreler homojendir. Dolayisiyla, her subkiiltiirde pasajlanmis Ornekler digerine
benzerdir ve  hiicre dizisinin karakteristi§i devam eden jenerasyonlarda
korunabilmektedir. Hiicreler farkli oranlarda biiyiidiiglinde ve gelistiginde heterojenite
problemi de ortaya c¢ikmaktadir.”” Calismamizda hem normal hem de diyabetik
VDKH’de 4-8. kusak arasinda bulunan hiicreler kullanildi. Farkli pasajda bulunan
hiicrelerin ¢ogalma 6zelliklerinde degisiklik olmasi nedeniyle kullanilan hiicre kusagina
bagl olarak proliferasyonda farkliliklar olabilmektedir. Buna gore ¢calismamizda hiicre
proliferasyonunda anlamli fark bulamamizin bir sebebi de kullandigimiz hiicre kiiltiiri
kusaginin literatiirde kullanilandan farkli olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica primer
VDKH Kkiiltiirii yapilan ¢aligmalarda deney hayvaninin tiir ve cins farkliligi hiicresel
yanitlarin degisimine neden olabilmektedir. Calismamizda deney hayvani olarak Wistar
albino sican kullanildi. Proliferasyonla ilgili caligmalarda insan, sican, fare gibi farkl

tiirlerden ve farkl cinslerinden elde edilen vaskiiler dokudan VDKHK yapilmistir.

5.3. Normal, Diyabetik ve Yiiksek Glukoz Uygulanan VDKH’de ve

Medyumunda Ang II Diizeyi

Calismamizda normal, diyabetik ve yiiksek glukozlu VDKH’de intraselliiler ve
hiicre kiiltir medyumunda 6l¢iilen Ang II diizeyleri mg/protein olarak hesaplandiginda
normal grupla diyabetik grup arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Literatiirde diyabetik
hayvan VDKH’de hiicre i¢i ve dist Ang II diizeylerini gosteren c¢alisma
bulunmamaktadir. Sadece bir ¢alismada yiiksek glukoza maruz birakilan VDKH’de
Ang II'nin normal VDKH’ye gore hem intraselliiler hem de ekstraselliiler olarak arttig
gosterilmistir.'' Ang II diizeyleri agisindan literatiirde ¢alismamizi destekleyecek
bulgular olmamasi1 ve calismamizda Ang II diizeyleri Ol¢limii icin tek bir yontem
kullanmamiz nedeniyle bulgularimiz1 destekleyecek ileri molekiiler ¢calismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ang II diizeyinin hiicre icerisinde ¢ok diisiik miktarda bulunmasi daha
hassas Ol¢lim yontemlerinin  kullanilmas1 ile bulgularimizin  desteklenmesini
gerektirmektedir.

Calismamizda ATR1 ve ATR2 blokaji yapilan normal, diyabet ve yiiksek
glukozlu VDKH’de Ang II diizeyleri arasinda anlami fark bulunmadi. Bir ¢aligmada da

losartan ve olmesartan gibi ilaglarin ATR1 ve ATR2’lerin intrakrin etkilerini inhibe
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edemedigi belirtilmektedir.”' Bu ¢alisma, bizim ¢alismamizdaki ATR blokajina ragmen
hiicre i¢i Ang II diizeyleri arasinda fark bulunmamasini desteklemektedir.

Yakin zamanda yapilan bir caligmada intraselliiler Ang II’'nin A7r5 hiicrelerinde
proliferasyonunu ve protein sentezini artirdig belirtilmektedir.”> Ayrica diyabetik insan
kalp dokusunda intraselliiler Ang I’nin arttigi gdsterilmistir.’* Kalp hiicrelerinde de
hem in vivo hem de in vitro ¢caligmalarda intraselliiler Ang II ekspresyonu gosterilmistir.
Bu calismada kalp hiicrelerine ATR1 bloker uygulamasinin Ang II’nin biiyiime ve
hipertrofi gibi intraselliiler etkilerini inhibe edemedigi belirtilmektedir.”’

Ang II'nin ATR1’e baglanmasiyla Ang II-ATR1 kompleksinin internalize
oldugu, reseptoriin daha sonra membrana geri dondiigli, Ang II'nin ise lizozom ve
cekirdek gibi hiicre i¢i lokalizasyonlara yoneldigi belirtilmektedir. Cekirdekte Ang II
baglanma bolgelerinin olmasit Ang II’nin hiicre igerisinde fonksiyonel rolii olabilecegini
diisindiirmektedir.”’ Ayrica ATR1 internalizasyonundaki azalmanin ATR1’in anormal
aktivasyonuna neden oldugu boylelikle hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastalik
olusumunun arttig1 ileri siiriilmektedir.'%°

Bir ¢calismada da yliksek glukoza maruz birakilan sigan mezensimal hiicrelerinde
intraselliiler renin aktivitesinin arttig1 bununla birlikte Ang II olusumunun da arttig
belirtilmektedir.”® insan mezensimal hiicrelerinde yiiksek glukozun intraselliller Ang
Il'yi artirirken hiicre medyumunda herhangi artis goriilmedigi bildirilmektedir.'*’

Calismamizda normal VDKH ekstraktinda Ang II diizeyr 0,450 pg/mL,
diyabetik VDKH ekstraktinda 0,631 pg/mL, yiiksek glukoz uygulanan VDKH’de 0,640
pg/mL, normal VDKHK medyumunda 0,457 pg/mL, diyabetik VDKHK medyumunda
0,131 pg/mL, yiiksek glukoz uygulanan VDKHK medyumunda 0,111 pg/mL olarak
bulunmustur. Calismalarda Ang II diizeyi Olctimii venoz ve arteriyel kanda yapilmistir.
Ancak bu 6l¢iimlerde baz1 farkliliklar goriilmektedir. Insanda arteriyel kanda Ang II
diizeyini Catt ve ark. (1967), 0,5-4,7 mug/100 mL, Boyd ve ark. (1967) venoz
plazmada 0,8-5,6 mug/100 mL, Gocke ve ark. (1968) 1,8-11,0 mug/100 mL olarak
belirtmistir.'”®® Campbell ve ark. plazmadaki Ang II diizeyini 50 fmol/mL olarak
bulmugtur.'?

Calismamizda diyabetik VDKH proliferasyonunda artma egilimi olmasina
ragmen hiicre i¢i ve dis1 Ang II diizeylerinde kontrol grubuna gore fark olmamasi,

diyabetteki proliferasyon, Ang II diizeyleri ve ATR arasinda iliskinin olmadigimni

76



diistindiirmektedir. Calismamizda tek bir yontem ile intraselliiler Ang II diizeylerinin
gosterilmis olmasi sonuglarimizin dogrulanmasi i¢in daha ileri molekiiler ¢alismalar

gerektirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Calismamizda hem normal hem de diyabetik siganlarin torasik aortasindan
primer vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirii (VDKHK) yapildi. Normal VDKHK 4-6 hafta
yiikksek glukozlu hiicre medyumuyla (450 mg/dL) inkiibe edildi. Elde edilen 4. ve 8.
kusak arasindaki hiicrelerde Ang II doz c¢aligmasi yapildi. Ang II (0,1 uM), ATRI1
antagonisti Olmesartan (1 uM) ve ATR2 antagonisti PD123,319 (1 uM) ile 24 saat
muamele edildikten sonra MTT yontemiyle hiicre proliferasyonu degerlendirildi. Ayrica
saglikli, diyabetik ve yiiksek glukoz uygulanan VDKHK’den elde edilen hiicre
lizatindan ve medyumundan Ang II diizeyi ELISA ile 6l¢iildii. Calismamiz sonucunda

ortaya ¢ikan veriler 1s181nda;

e (Calismamizda kullanilan VDKH’ler immiinohistokimyasal yontemle o-SMA,
kaldesmon ve kalponinle boyanarak diiz kas hiicresi oldugu dogrulandi.

e Normal ve diyabetik VDKH’yi karsilastirdigimizda Ang Il uygulamasinda hiicre
proliferasyonunda nispi bir artisin oldugu belirlendi. Bununla birlikte VDKH
kiiltiirii mikroskop altinda incelendiginde diyabetik hiicrelerin normal hiicrelere
gore nispeten daha hizli ¢ogaldigi, yiiksek glukoz uygulanan hiicrelerde ise
cogalmanin biraz daha yavas oldugu gozlendi.

e Normal VDKH’de Ang II+Olmesartan uygulamasi Ang II ile olusturulan hiicre
proliferasyonunu anlamli olarak azaltirken, diyabetik VDKH’de proliferasyonu
azaltmadig goriildii. Yiiksek glukoz uygulanan grupta ise hiicre proliferasyonu
anlamli olarak artt1.

e Normal, diyabetik ve yiiksek glukoz uygulanan VDKH’ye Ang II+PD123,319,
Olmesartan+PD123,319, Ang II+Olmesartan+PD123,319 uygulamasiyla hiicre
proliferasyonu anlamli olarak artti.

e Diyabetik ve yiiksek glukoz uygulanan VDKH’ye PD123,319 uygulamasi hiicre
proliferasyonunu anlaml arttirirken, normal VDKH’de nispi bir artis goriildii.

e (Calismamizda normal, diyabetik ve yiiksek glukoz uygulanan VDKH’de
ELISA’yla kiiltir medyumunda ve VDKH’de intraselliiler Ang II varhg

gosterildi.
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e (Calismamizda normal ve diyabetik VDKH’de intraselliller ve kiiltiir
medyumunda Olglilen Ang II diizeyleri mg/protein olarak hesaplandiginda
anlamli bir fark bulunmadi. Calismamizda diyabetik VDKH proliferasyonunda
artma egilimi olmasma ragmen hiicre i¢i ve dist Ang II diizeylerinde kontrol
grubuna gore fark olmamasi, diyabetteki proliferasyon, Ang II diizeyleri ve ATR

arasinda iligskinin olmadigini diistindiirmektedir.

6.2. Oneriler

Hiicre igerisinde Kkiiciik miktarlarda bulunabilen ve patolojik durumlarda
degistigi bilinen RAS bilesenlerinin analizlerinin tam anlamiyla yapilabilmesi
onemlidir. Bunun icin yeni tespit yontemleri ve mevcut yontemlerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle intraselliller Ang II ol¢iimii icin daha spesifik western
blotting ve northern blotting gibi ek yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Lokal RAS’1n
tim bu bilesenlerinin ortaya c¢ikarilmasi molekiiler ve farmakolojik miidahalelerin
spesifik RAS bilesenlerinin hedeflenmesine olanak saglayacaktir. Diyabet gibi kronik
vaskiiler komplikasyonlar1 olan kronik hastaliklarin patogenezini anlayabilmemiz icin
hiicre sinyal yolaklarinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir. VDKH’lerin lipoproteinler,
diger hiicreler, RAS ve instilinle iligkisinin de tespit edilmesi onemlidir. Diyabet ve
ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgili in vivo ve in vitro yapilan
calismalarda farkli sonuglar ortaya c¢ikmakta bu durum hastaliklarin seyrinin ve
tedavisinin degismesine neden olmaktadir. /n vivo yapilan c¢alismalar in vitro
caligmalarla desteklenerek aralarindaki farkliliklar ortaya konulmalidir. Boylelikle
hastaliklarin ~ fizyopatolojisinde  molekiiler ~mekanizmalarin  eksik  yonlerinin

tamamlanmasina yardimci olabilecektir.
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