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danigman hocam olmak iizere tiim Biyokimya A.D. Ogretim Uyelerine, onlarla
calismaktan zevk aldigim tiim asistan arkadaglarima ve tez calismalarim boyunca
calistiklar1 ortami bizimle paylasan Merkez Arastirma Laboratuvari ve Histoloji
Laboratuvari ¢alisanlarina sonsuz tesekkiir eder calisma hayatlar1 boyunca

basarilar dilerim.
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GIiRiS ve AMAC

Hiicre membran reseptdrlerinden hiicre i¢indeki proteinlere bilgi transferi
“hiicre i¢1 sinyal iletim yolu” ad1 verilen birbirine baglanmis molekiiller taratindan
gerceklestirilmektedir. Hiicre bu sekilde kasilma, biiylime, mitogenez, apoptozis,
farklilagsma, migrasyon ve diger spesifik fonksiyonlarini diizenlemektedir.
Vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH; vascular smooth muscle cell, VSMC)’lerinin
hem fizyolojik hem de patofizyolojik olarak diizenlenme mekanizmalarinin

anlagilmasi i¢in sinyal iletim yollarmin belirlenmesi gereklidir (1).

Anjiyotensin II (Ang II), renin-anjiyotensin sistemi (RAS)’nin aktif bir
bileseni olan oktapeptid yapida bir hormondur (1). Gii¢li bir vazokonstriktér olan
Ang Il kan basmcini, sodyum ve su dengesini, noronal fonksiyonlar1 ve
norohumoral sistemi diizenler. Ang II ile ilgili ilk arastirmalar onun hipertansiyon
potogenezinde ki roliine odaklanmistir, fakat son yillardaki artmis kanitlar bu
oktapeptidin  ateroskleroz, miyokard infarktiisii, vaskiiler ve miyokardiyal
remodeling ile konjestif kalp yetmezliginin gelismesinde de rol oynadigini
gosterdi (2). AT;, AT,, ATz ve AT4 olmak iizere dort reseptorii bulunan Ang
II’nin bir ¢ok etkilerini AT, reseptorii lizerinden gergeklestirdigi bilinmektedir.
Yapilan caligmalarda, AT; reseptorlerinin VDKH’lerinde ¢ok sayida,
adventisyada diiz kasa oranla daha diisiik seviyede ve endotelyumda ise
saptanamayacak oranda az oldugu bulunmustur (1). AT, reseptor aktivasyonu
vazokonstriksyon, su ve tuz dengesi ve diger norohumoral sistemlerin kontroliine
neden olmanm yanmda reaktif oksijen Ornekleri (ROS) iiretimi, hiicresel

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

Ang II’nin vaskiiler etkilerinin tiimii 7 transmembran heliksinden olusan G
proteinine bagimli AT, reseptorii araciligiyla ortaya ¢ikmaktadir (3). Ang II’nin
AT, reseptorlerine baglanarak aktive ettigi heterotrimerik G proteinleri, intrensek

tirozin kinaz aktivitesinden yoksun olmasina ragmen; tirozin kinaz inhibitorleri ile



yapilan ¢alismalar, Ang II’nin etkileri i¢in serin ve treonin iizerinden tirozin

fosforilasyonunun gerektigini géstermistir (1, 4,5).

Ang II’'nin VDKH’leri iizerinde AT, reseptorii araciligiyla farkli sinyal
iletim yollarin1 kullanarak p38 mitojen aktiveli protein kinaz (MAPK) sinyal
iletim yolunu aktive ettigi bir¢cok c¢alismada gosterilmistir (1,3,6). Yapilan
calismalarda Ang II ile uyarim sonrasinda hemen isleyen sinyal iletiminde G
proteinleri ilizerinden tirozin kinazlarm ve tam kanitlanmis olmamakla beraber
fosfolipaz A, (PLA;) ile fosfolipaz D (PLD)’nin NAD(P)H oksidaz sistemini
aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan NAD(P)H oksidaz sisteminin ROS
iireterek p38 MAPK’1 aktive ettigi gosterilmistir (1,2,3,6).

Ang II ile uyarim sonras1 VDKH’lerinde AT, reseptorleri iizerinden G
proteinleri aktive olduktan sonra Src adi1 verilen adaptor bir protein aktive olur. Bu
da gelisme faktorii baglayict protein olan Grb2 {izerinden sos’u aktive eder. Sos
ise Ras iizerindeki GDP-GTP degisimini katalizleyen bir guanin niikleotid
degistirici faktordiir. Ras, sinyal transdiiksiyonunda merkezi bir oyuncudur.
Ras’m belkide en iyi karakterize edilmis efektorii MAP kinaz yoluna oOnciilitk
eden Raf’tir. Raf i bu sekilde aktivasyonu in vivo ortamda MEK’i (MAP/ERK
kinaz) fosforile eder. MEK’ler tirozin ve treonin birimleri {izerinden fosforile
edilerek aktive olurlar. MEK’lerin aktivasyonuda MAPK’lar1 aktive eder. Bu
sekilde aktif hale gecen MAPK hiicre proliferasyonunda rol alan gesitli enzimleri

ve niikleer proteinleri fosforile eder (1,7).

Su ana kadar yapilan calismalar Ang II’'nin AT, reseptdrii yoluyla hem
NAD(P)H oksidaz iizerinden ROS firetimi yoluyla hem de Ras-MAPKKK
(Mitojen Aktiveli Protein Kinaz Kinaz Kinaz) yolu iizerinden p38 MAPK’1
fosforile ettigi gosterilmistir (1). Ancak NAD(P)H oksidaz sisteminin hangi etki
mekanizmas1 ile AT; reseptorii iizerinden aktive oldugu kesin olarak

anlagilamamustir (1).



Bu caligmanin amaci, kendi laboratuvar sartlarimizda primer olarak
kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang II uyarmmi altinda p38 MAP
kinazim aktivasyonunda rol alan NAD(P)H oksidaz ve Ras’m roliinii belirlemektir.
Bunun i¢in 6nce primer kiiltiirii yapilmis vaskiiler diiz kas hiicreleri siire ve doz
bagimli olarak Ang II ile uyarip p38 MAPK yolunun fosforilasyonu izlenmistir.
Bu sayede Ang II’'nin p38 MAPK’1 aktive eden en iyi konsantrasyon ve siire
bulunmustur. Ang II’nin bu etkilerinin AT; reseptorleri lizerinden oldugunu
gostermek amaciyla hiicreler AT, selektif inhibitorii losartan ile baskilanmis ve

Ang II uyariminin AT, reseptorii lizerinden oldugu gosterilmistir.

Daha sonra p38 MAPK fosforilasyonu iizerine NAD(P)H oksidaz roliinii
belirlemek icin VDKH’leri daha Once literatiirde belirtilen siire ve
konsantrasyonda NAD(P)H oksidaz sistemi inhibitorii difenileniyodonyum (DPI)
ile inkiibe edilip etkileri ortaya konmustur. En son olarak da Ang II uyarimi
sonrasinda p38 MAPK fosforilasyonunun Ras iizerinden gerceklesip
gerceklesmedigini ortaya koymak icin VDKH’leri uygun siire ve konsantrasyonda
Ras inhibitorii farnesiltiyosalisilik asit (FTS) ile inkiibe edilip etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuclar literatiir bilgisi dahilinde incelenip

yorumlanmustir.



GENEL BiLGILER

2.1.Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri ve Anjiyotensin I1

Vaskiiler duvar, hiicresel (endoteliyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar) ve hiicresel olmayan (ekstraseliiler matriks) bilesenlerden olusmus
esnek ve aktif bir organdr (1). Vaskiiler duvar fizyolojik ve patofizyolojik
uyarilara cevap olarak bilesenlerini arttirma, azaltma veya yeniden yapilandirma
seklinde degisiklige ugrayan bir organdir (8). Vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH;
vascular smooth muscle cell; VSMC)’leri farkli biiylime faktorlerine cevap
verebilme acisindan tiim hiicreler arasinda en esnek hiicrelerdir (9). Saglam
arterial media, diiz kas hiicreleri ve matriks; kasilma-gevseme, biiylime, gelisme,
yeniden diizenlenme veya onarim gibi damar duvarmin bir¢ok yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerinden ve aterosklerozis, restenoz veya hipertansiyon gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinden sorumludur (10-13). Bir¢ok lokal ve
sistemik faktor diiz kas hiicrelerinin fonksiyonlarin1 diizenlemektedir.
Anjiyotensin II (Ang II) ve endotelin 1 (ET-1) gibi vazoaktif peptidler
vasokonstriksiyonu ve biiylimeyi uyarmken,  nitrik oksit, prostasiklin ve
natritiretik peptid tip-C gibi vazorelaksasyon faktorleri siklik niikleotid

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

Multifonksiyonel bir peptid olan Ang II’nin, vaskiiler diiz kas hiicreleri
iizerinde bir¢ok etkileri vardir (Sekil 2.1.1.). Ang II vaskiiler motor tonusu, hiicre
bliylimesi ve apoptosizi dilizenler; hiicre gocii ve ekstraseliiler matriks
depolanmasini etkiler ve proimflammatuvar bir etki gosterir. Ayrica Ang II, diger
biiyime  faktorleri  (platelet kokenli  biiylime  faktorleri  gibi) ve
vazokonstriktorlerin (ET 1 gibi) iiretimini uyaran bir peptiddir (1).

Ang 1I, damar duvarm yapisal ve fonksiyonel biitiinliiglin kontroliinde
temel rol oynamaktadir ve wvaskiiler hastaliklarin altinda yatan patolojik

mekanizmalar ile damar basincinin fizyolojik diizenlenmesinde 6nemli bir rol
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Sekil 2.1.1.: Ang II’nin vaskiiler yapilar iizerine etkileri. Ang II damarsal yapilarda endotelyal
hiicreler, vaskiiler hiicreler ve doku iginde bulunan makrofajlar iizerine bir ¢ok
etkileri vardir. Ang II ayrica dolasan hiicrelerin kemotaksisi, proliferasyonu,
adhezyonu ve farklilasmasina da katkida bulur. Ang Il hem endotelyal hem de VDK
hiicrelerinde adhezyon molekiillerinin, kemokinlerin ve sitokinlerin iiretimini arttirir
ve sinyal iletim yollari aktive eder (17).

istlenmektedir. Ang II’nin ¢ok yonlii etkileri spesifik reseptdrler aracili
olmaktadir. Son derece karmasik hiicre i¢i sinyal yollar1 Ang II’nin hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanmasini takiben uyarilmaktadir (1). Hiicre i¢i sinyal iletim
yolu; bilginin hiicre membrani reseptoriinden hiicre i¢i proteinlere iletilmesini
saglayan molekiiler yollarinin birbirleri ile birlesmesini saglayarak kasilma,
hiicre biiyiimesi, mitojenez, apoptozis, farklilasma, migrasyon ve diger 6zellesmis
hiicre fonksiyonlarini diizenler (1). Sinyal iletim yollarinin tanimlanmasi
VDKH nin fizyolojik ve patofizyolojik fonksiyonlarmin diizenlenme

mekanizmalariin anlasilmasi i¢in 6nemlidir (1).



2.2. Anjiyotensin II

2.2.1. Anjiyotensin II’nin Tarihcesi

Braun-Menendez ve arkadaglar1 1940 yilinda, Goldblatt tiirti hipertansif bir
kopegin iskemik bobreginin renal vendz kanindan vazokonstriktif bir madde izole
ettiler. Yine ayn1 zamanda ve bagimsiz olarak Page ve Helmer tarafindan saglam
hayvanlara renin enjeksiyonundan sonra benzer bir bulgu ortaya kondu. Bu grup
daha sonra anjiyotensinojen oldugu kanitlanan “renin aktivatorii” olarak
adlandirdiklar1 bir madde izole ettiler. Daha sonra bir oktapeptid olarak izole
edilen bu basmn¢ maddesi Arjantinde ‘“hipertensin” Amerikada ise “anjiotonin”
olarak adlandirildi. Braun-Menendez ve Page 1958 yilinda, ¢ok giiclii bu basing
oktapeptidi i¢in melez bir adlandirma olan anjiyotensin lizerinde goriis birligine
vardilar. Bu biiylik bulustan sonra anjiyotensinojen, anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (Angiotensin converting enzyme, ACE) ve anjiyotensin I, II ve III gibi ang
II’nin olusumuna yol acan kaskadin ¢esitli bilesenleri tanimlandi (18). 1954
yilinda Peart ve arkadaslar1 ile Skeggs ve arkadaslar1t Ang II’nin yapisini ve onun
Ang I ile iliskisini tamimladilar (19). 1990’larin baslarinda Ang II’nin vaskiiler
proinflamatuvar ve proliferatif etkileri gosterilmistir. Son donemlerdeki hizl

ilerlemeler bu islemi daha anlasilabilir hale getirmistir (20).

2.2.2. Anjiyotensin II’nin Yapisi ve Biyosentezi

Renin anjiyotensin sistemi (RAS) temelde renal ve adrenal korteks
tarafindan sentezlenen hormonlarm aktif rol oynadigi;; sodyum dengesi,
ekstraseliiler sivi  volimii, potasyum dengesi, arteryel kan basincinin
diizenlenmesi, vaskiiler tonus ve sempatik sinir sistemi iizerine 6nemli fonksiyona
sahip bir sistemdir (21,22). RAS’mn biyolojik etkileri primer olarak yiiksek
derecede aktif bir oktapeptid olan Ang II araciligiyladir (22). Ang I,
miyokardiyal enfaktiis sonras1 miyokardm ve hipertansiyonlu hastalarda damarsal

yapilarm yeniden diizenlenmesinde (remodeling) temel rol oynamaktadir (1).



Renin, sekil 2.2.1.’de gosterildigi gibi anjiyotensinojenden bir dekapeptid
olan anjiyotensin I (Ang 1)’in salmmmin1 katalizleyen ve bdbregin
jukstaglomertiler hiicrelerinden salinan ¢ok spesifik bir proteazdir (23,19). Ang II
klasik (renal) yolla sistemik ve doku RAS’1 yoluyla lokal olarak iiretilmektedir.
Klasik RAS’ ta dolasimda bulunan renal kaynakli renin, dekapeptid olan Ang I’1
olusturmak i¢in hepatik kaynakli anjiyotensinojeni N- terminalinden keser. Ang I,
akcigerde dipeptidil karboksipeptidaz olan anjiyotensin-konverting enzim
(Angiotensin-converting enzyme; ACE) tarafindan aktif olan Ang II’ye
dontstiiriiliir (24-27). Ayrica Ang 1, iic doku nétral endopeptidaz (NEP 24.11,
NEP 24.15, NEP 24.26) tarafindan heptapeptid olan Ang-(1-7)’ye de gevrilebilir
(28). Ang I1 aminopeptidazlar tarafindan Ang III ve Ang IV’ e yikilir.

ANJIYOTENSINOJEN
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-ProPhe-His-Leu-Leu-Val-Tyr

— | RENIN

ANJIYOTENSINT
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

* Karboksipeptidaz
—> | ACE 4 - Kimaz
« Katepsin G

ANJIYOTENSIN 1T

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-ProPhe NEP 24.11
NEP 24.15

NEP 24.26
Aminopeptidazlar

ANJIYOTENSIN IIT — ANJIYOTENSIN IV Ang 11 (1-7) 4

\Aminopeptidazlar

Sekil 2.2.1: Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem Semasi. Dolasimdaki renal kokenli renin, hepatik
kokenli anjiotensinojeni pargalar ve dekapeptit anjiotensin I (Angl)’i olusturur.
Akcigerdeki ve dokulardaki ACE Ang I'i Ang II’ye doniistiiriir. Ang II; Ang III, Ang
IV ve Ang II (1-7)’ye metabolize edilir. Kimaz, karboksipeptidaz ve katepsin G gibi
bazi non-ACE bilesikler Ang I ve Ang II'yi pargayabilir (1).



RAS temelde bir dolasim sistemi olarak kabul edilmistir. Ancak RAS’ 1n
bircok bileseninin dokularda da varligi saptanmistir (29,30). Renin i¢in substrat
olan anjiyotensinojen 57,000 dalton  molekiill agwrhginda % 14
karbonhidrat iceren -2 globiilin yapisinda bir glikoproteindir (21). Karaciger
tarafindan sentezlenen anjiyotensinojenin mRNA’st ve proteini diiz kas
hiicrelerinde, endotel ve perivaskiiler yag dokusunda bulunmustur (23,31,32,33).
ACE molekiil agirhigt 140000 dalton agirhginda olan bir dipeptidil
karboksipeptidazdir (21,23). En 6nemli substratlar1 Ang I ve bradikinindir (23).
ACE, enkefalinleri ve substans P’yi de parcalar, fakat bu etkinin fizyolojik 6nemi
ortaya konamamistir (23). ACE dolasim enzimi olarak plazmada, intertisyumda
ve hiicre i¢inde bulunmaktadir (1). Doku ACE kalp, beyin, adrenal bez, bobrekler,
karaciger, lreme organlar1 ve kan damarlar1 gibi biitiin major organlarda
bulunmaktadir (34). Ayrica doku ACE, uterusta da fonksiyoneldir (35,36). ACE
dolasimin her yerinde vaskiiler endotelyal hiicrelerin liiminal yiizeyi iizerinde
lokalizedir (23). Doku ACE aktivitesi, major organ gelisim sirasinda yliksek
konsantrasyonda bulunmakta ve daha sonra bu aktivite azalmaktadir (36).
Renin  harig, RAS’mm  tiim  bilesenlerinin damarsal yapilarda {iretildigi
gosterilmistir. ACE, kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreler
de oldugu kadar adventisyada da yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir
(29,37). Vaskiiler renin olmamasina ragmen, intertisyumda Ang I[I’nin lokal
iiretimi doku ACE tarafindan diizenlenmektedir. Bu da muhtemelen dolasimdaki
renine baghdir. Doku ACE’nin fonksiyonu tam bilinmemesine ragmen bdlgesel
kan akiminin diizenlenmesine katkida bulunabilir. Son donemlerde insan 6n
kolunda yapilan c¢alismada gosterildigi gibi in situ iretilen Ang I,

vazokonstriksiyon i¢in dolasan Ang II’ den daha 6nemlidir (38).

Ang II olusumunun ACE bagimmli yollarma ek olarak ACE bagimsiz
yollarin da patolojik durumlarda 6nemli katkilarmin olabilecegi gosterilmistir.
Serin benzeri proteaz olan kimotripsinin (kimaz), insan kalp ve bobreginde Ang
I’in Ang II’ye doniisiimii i¢in 6nemli bir yol olabilecegi gosterilmistir (39,40).
Fonksiyonel kimaz ve ACE bagimsiz yol insan damar dokusunda (34,41,42) ve
kopek karotid arterinde de (42) gosterilmistir.



2.2.3. Anjiyotensin II Reseptorleri ve Hiicresel Fonksiyonlari

Ang II etkilerini viicutta heterojen olarak dagilmis olan Ang II reseptorleri
aracilifiyla gosterir (22). Ang Il reseptorleri viicudun biitiin hiicrelerinin plazma
membranlar1 iizerinde bulunur (23). Ang II memeli hiicrelerinde AT; ve AT,
olmak iizere en az iki yiiksek afiniteli plazma membran reseptorleri araciligiyla
etkilerini gosterebilmektedir (1). Ang II’nin bilinen etkilerinin ¢ogu AT, reseptor
alt tipi araciligiyladir (23). Ang I[I’'nin ATs ve AT4 olmak iizere iki alt tipi daha
tanimlanmistir. ATs reseptorii baslangigta sinir kokenli neuroblastoma 2A hiicre
dizilerinde saptanmistir (19). AT; reseptorii peptide spesifik olarak en ¢cok Ang
II’y1 tanimakta iken losartan gibi non peptid ligandi (selektif AT; reseptor
antagonisti) ve PD123319’u (selektif AT, reseptor antagonisti) tanimamaktadir.
Bu reseptor alt tipi sadece hiicre dizilerinde gozlenmistir. AT, reseptorii kalp,
akciger, bobrek, beyin ve karacigerde dagilmis olarak bulunmaktadir (19). Ang
IV, AT, reseptor tipine baglanmaktadir ve ATs reseptorii (43) losartan ve
PD123319’u tanimamaktadir (23). AT; ve AT, reseptorleri tam olarak karakterize
edilememesinden dolayr bu reseptor tipleri memeli Ang II reseptdrlerinin

siniflandirmasina girmemistir (18).

AT, reseptorii yedi transmembran iiniteli G proteini kapli reseptdrlerin
stiper ailesine aittir (2). G proteini yaklasik olarak 360 amino asitten olusan ve 41
kDa molekiil agirligima sahip bir peptittir (23). VDKH’lerinde Ang II AT;
reseptoriine baglandiginda, tipik olarak heterotrimerik Gq proteini lizerinden
inozitol trifosfat [I(1,4,5)Ps] ve diagilgliserol olusturan fosfolipaz C’yi aktive
eder (18,22,23,27). insan AT reseptdrii 3. kromozomda lokalize olmustur (22).
Bu zamana kadar AT, reseptoriiniin Ang II'nin bir¢ok fizyolojik etkilerine aracilik
ettigi ve bu alt tipin Ang II uyarimli vaskiiler fonksiyonlarin kontroliinde baskin
rol oynadig1 gosterilmistir (18). AT, reseptorleri diiz kas hiicrelerinde yiiksek
oranda, adventisyada diiz kasa oranla diisik seviyede ve endotelde

saptanamayacak diizeyde az bulunur (44,45).



Kemirgen hayvanlarda AT; reseptoriiniin AT ;s ve AT;g olmak iizere iki
tipi tanimlanmistir. Aminoasit dizi analizleri bakimindan bu iki alt tip reseptor
yiiksek oranda (% 95’ten fazla) birbirine benzerdir (22,46). ATia ve ATip
reseptorleri ratlarda sirasiyla 17 ve 2’inci kromozomda lokalizedir (22). ATa
reseptdrii amino terminalinde (Asn®) ve ikinci ekstraseliiler halkada (Asp'’® ve
Asn'®®) ekstraseliiler glikozilasyon bélgelerini igeren bir glikoproteindir (47).
AT;p reseptorleri adrenal ve 6n hipofiz bezinde ana sekilde eksprese edilirken,
ATia reseptorleri bobrek, akciger, karaciger ve VDKH’lerinde baskin sekilde
bulunur (22).

G protein kapli reseptdrlerin internalizasyonu reseptoriin fosforilasyonu
yoluyla olur ve kismen kaveola araciligi ile meydana gelmektedir (48,49). G
protein bagimli reseptorlerin intrensek tirozin kinaz aktiviteleri olmamasima
ragmen serin ve treonin birimlerinden G protein reseptdr kinaz (GRK) ailesinin
iiyeleri araciligi ile fosforillenmektedir (1). AT; reseptorleri hem bazal durumda
hem de Ang II uyarimina cevap olarak fosforile edilir. Sitoplazmik kuyrugun
Thr’** ve Ser’® arasindaki treonin ve serin birimleri reseptdr internalizasyonu igin
onemlidir. AT, reseptorii tirozin birimlerinden de fosforile edilir. AT; reseptorii
icindeki potansiyel tirozin fosforilasyon alanlar1 karboksi terminali igindeki 302,
312, 319 ve 339 amino asidlerini igerir (48). Janus kinazlar1 (JAK ve TYK), Src
ailesi kinazlar1 ve fokal adhezyon kinaz (FAK)’1 iceren c¢esitli tirozin kinazlar AT,

reseptorlerini tirozinden fosforile edebilir (1).

Ang reseptOriiniin ikinci major izoformu olan AT, fetal dokularda yiiksek
seviyelerde eksprese edilmektedir ve dogum sonrasi hizla azalmaktadir (22,50).
AT, reseptorii 7 transmembran heliksinden olusan G proteinine bagimli ve 363
aminoasitten olusan bir reseptordiir. AT, reseptorii AT;a veya AT;p reseptorleri
ile aminoasit dizilimi bakimmdan diisiik oranda (%34) benzerlik gostermektedir
(22). AT, reseptor geni X kromozomu iizerine lokalizedir (1,22). Yetiskinlerde
AT, reseptor ekspresyonu pankreas, kalp, bobrek, bobrekiistii bezleri, beyin,
vaskiiler yapilar ve lireme dokularinda saptanabilir (22,51,52). AT, reseptorii

vaskiiler yapilarm adventisya tabakasinda baskin olarak bulunmakta iken media
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tabakasinda da az oranda saptanabilir (53). AT, reseptoriiniin tiim sinyal iletim
yollar1 ve fonksiyonel rolleri tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu reseptorlerin,
intraseliiler katyonlarm diizenlenmesi (6zellikle sodyum) (44), hiicre biiytimesinin
inhibisyonu, vazodilatasyon ve apopitozisin uyarilmasi ile (54-58) AT, aracili
fizyolojik etkileri antagonize edebilecegi olasi goriinmektedir (59,60). AT2

reseptOriiniin kardiyovaskiiler hastaliklardaki kesin rolii tanimlanamamustir.

2.2.4. Anjiyotensin II’nin Vaskiiler Etkileri

Ang I, dogrudan vaskiiler hiicrelerde bulunan Ang II reseptorleriyle,
dolayli yoldan diger faktorlerin salinimi ile etkilerini gostermektedir. Ayrica
hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 etkileyerek vazoaktif ajanlarin ve biiylime
faktorlerinin seviyelerini arttirmaktadir. Diiz kas hiicrelerinin birincil fonksiyonu
vazokonstriksiyon olmasina ragmen, son kanitlar VDKH’lerinin gelisme ve
vaskiiler yeniden diizenlenme boyunca 6nemli sentez 6zelliklerine sahip oldugunu
ve vaskiiler media tabakasmin hiicre dis1 matriks bilesenlerinin major bir kaynagi
oldugunu gostermistir (12). Kan damarlarmin gelisimi siiresince olgunlagsmamis
olan diiz kas hiicreleri proliferasyon ve migrasyon ile karakterize biiylime ve
farklilagsmada dinamik bir durumdadir (1). Olgun damarlarda VDKHleri sessiz ve
fibroblast benzeri bir goriinlimde olurlar ve kontraktil liflerle dolmaya baglarlar
(1). Olgun diiz kas hiicreleri yaralanma ya da hareket meydana gelinceye kadar
sessiz kalmalarina ragmen, yiik artisina cevap olarak fizyolojik hipertrofiye
ugrarlar (12). Ang II, bu gelisim siireci boyunca AT, ve AT, reseptorii araciligi ile
rol oynamaktadir. Bu reseptorler normal gelisim ve patolojik siliregler boyunca
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde farkli oranlarda sentezlenmektedir. Vaskiiler
hastaliklarda diiz kas hiicreleri adaptasyon veya tepkisel cevap olarak hiperplazi
veya hipertrofiye ugrarlar (61,62,63). AT, ve AT, reseptorleri hipertansiyon,
ateroskleroz ve neointimal formasyon ile iligkili olarak wvaskiiler yeniden
diizenlenmede kritik bir rol oynayabilir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang 11

reseptor alt tiplerinin her ikisi de hasara cevap i¢in gereklidir (64).
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Ang II’ye ait biitiin vaskiiler cevaplar, hem AT; ve AT, aracili etkilerin
toplam1 hem de Ang-(1-7) gibi RAS’m biyoaktif son iriinlerinin etkileri ile
sonuclanmaktadir. Ang II, AT, reseptorii araciligi ile vazokonstriksiyon, biiyiime,
migrasyon, ekstraseliiler matriks bilesenlerinin iiretimini ve inflamasyonu
uyarirken, AT, reseptorii araciligiyla proliferasyon ile hipertrofinin inhibisyonuna
ve apoptozis’e katkida bulunmaktadir (45,59). Ang-(1-7), Ang II’nin dogal olarak
meydana gelen kompetetif bir inhibitorii olarak tanimlanmistr ve giicli
vazodepressor ve antihipertansif etkilerine sahiptir. Ang-(1-7), uyarici bir
norotransmiter olarak vazopressinin salinimini1 stimiile eder, vazodilatator
prostaglandinlerin salinimi1 ve sentezini arttirwr, bradikinin etkilerine ve nitrit
oksitin salmisina katkida bulunur (28). Bunlara ilaveten ACE inhibitorleri ve
vazodilatator peptidlerin dolasimdaki seviyelerini arttrr. Bu da ACE
inhibitorleriyle baglantili olan antihipertansif etkilere katkida bulunabilir (65,66).
Ang-(1-7)’nin reseptor aracili vaskiiler etkileri kesin olmamakla birlikte AT;/AT;
alt tipleri iizerinden degildir (28). Bu peptidin vaskiiler fonksiyonunun
diizenlenmesindeki fizyolojik ve patofizyolojik rolii kesin olarak bilinmemesine
ragmen, AT, aracili etkileri antagonize edebildigi iddia edilmektedir. Bu da Ang-
(1-7)’nin  vazodilatasyonu  arttrarak  vaskiiler  tonusu  diizenledigini

desteklemektedir (1).

2.2.5. Anjiyotensin II-Bagimh Sinyal Yollan

Ang 1I, kontraksiyon gibi kisa zamanli vaskiiler etkilere ve hiicre
biliylimesi, migrasyon, ekstraseliiler matriks depolanmasi, inflamasyon gibi uzun
zamanl biyolojik etkilere yol agan son derece kompleks hiicre i¢i sinyal iletim
yollarinin diizenlenmesini saglar. Hiicre membranin dis yiizeyindeki ligand-
reseptor baglanmasi, hiicre membraninin i¢ ylizeyinde ki G proteinleri aracilig ile
(a, B ve vy alt {initelerinden olugsmus heterotrimerik proteinler) reseptor ve efektor
proteinin etkilesimine neden olmaktadir. AT, aracili sinyal iletim yollar1 farkl
zamanlara ait Ozelliklerine gore ani, erken ve gec olarak sirasiyla saniyeler,
dakikalar ve saatler icinde gelisen olaylar seklinde (multifazik) meydana

gelmektedir. Ang II indiiklii fosfolipaz C (PLC) ve Src aktivasyonu saniyeler
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icinde ani sinyal iletim olaylar1 olarak, fosfolipaz A, (PLA;), fosfolipaz D (PLD),
tirozin kinazlar ve mitojen aktiviteli protein kinazlar erken sinyal iletim olaylar1
olarak meydana gelirken, oksidatif stres olusumu, proto-onkogen ekspresyonu ve

protein sentezi saatler icinde gelisen ge¢ sinyal olaylar1 olarak olusmaktadir (1).

Anjiyotensin II-Uyarimhi Ani Sinyal iletim Olaylari

Ang II’'nin neden oldugu vaskiiler kontraksiyon hizlidir ve Ang II’nin
reseptoriine baglanmasiyla saniyeler igerisinde olusan gesitli sinyal iletim yollarini
kullanir. Bu ani olusan sinyal iletim yollar1 (Sekil 2.2.2.):

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

b) serbest kalsiyumun (Ca*?) hiicre i¢ine akmasi ve hiicre i¢i Ca™ mobilize
olmasi ile sitosolik serbest Ca™ konsantrasyonunun artmast;

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

d) Na'/H" pompasmin uyarilmasi ile hiicre i¢i pH’m degismesi;

e) hiicre i¢i serbest Na" ve Mg un degismesi ve

f) Src ailesi kinazlarin aktivasyonudur (1).

Anjiyotensin II-Uyarimh Erken Sinyal iletim Olaylar
Kasilma ile iliskili hizli sinyal olaylarma ilaveten AT, reseptorleri biiylime
migrasyon, ekstraseliiler matriks depolanmasi, biiylime faktorlerinin tiretimi gibi
VDKH’lerinin uzun dénem fonksiyonunun diizenlenmesi ile iliskili bir ¢cok hiicre
ici sinyal iletim yollarmi birbirine baglar. Ang II uyarimindan sonra dakikalar
icinde baslayan sinyal iletim yollar1 sunlardir:
a) Tirozin kinazlarm fosforilasyonu (janus ailesi kinazlar, fokal adhezyon
kinaz ve prolinden zengin tirozin kinaz-2, p130“*, fosfatidil inozitol 3-
kinaz);
b) MAPK’larin aktivasyonu;
c) PLA, ve arasidonik asit metabolizmasinin aktivasyonu;
d) PLD aktivasyonu ve

e) siklik niikleotidlerin diizenlenmesi (1).

13



Ang Il

l Vazokonstriksiyon

Aldosteron salimmi |
AT, reseptirll ]

Ca"" kanah M T
L]

Ca® influx

PLAAPLD Adenilat siklaz MAP, JAK, STAT

PLC
Aragidonik asit CAMP IPs DAG ek
Protein fosforilasyonu

1 Hilere igi PKC / v
Ca ™’ :
/ c-fos, c-myc

e

v ¢ / ¢
Prostaglandinler Vazokonstriksiyon Buytime
Proliferasyon
Matriks fretimi

Sekil 2.2.2.: Ang I’nin hiicre i¢i sinyal iletim yollarindaki rolii. Ang II AT, reseptorii
iizerinden G proteinlerini uyarir. G proteinleri de degisik alt birimleri ile degisik hiicre
ici sinyal iletim yollarmin aktivasyonuna neden olur. G alt birimi araciligi ile PLA,,
PLD, PLC, MAP, JAK ve Stat sinyal iletim yollar1 aktive olurken G; alt birimi

iizerinden adenilat siklaz aktive olur (21).

Anjiyotensin II-Uyarimh Uzun Siireli Sinyal iletim Yollan
Ang II damarsal yapilar ve kalp icindeki hiicreler arasi matriks
depolanmasina ilaveten hiicresel biiyiime, adhezyon ve migrasyonun uzun dénem

kontroliinde etkilidir. Boylece aterosklerozda meydana gelen islemlere ek olarak
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vaskiiler yeniden diizenlenme ve kalp hipertrofisinde kronik adaptif degisiklikleri
etkiler. Uzun donem Ang II sinyalinin temelini olusturan hiicre i¢i kaskadlar
degisik kinazlarin aktivasyonuna neden olur. Bu da kronik ve devamli hiicresel
fonksiyonlarn diizenlenmesini saglayan alt basamak hedefleri fosforile eder.
Redoks duyarli yollarin uyarilmasi, proto-onkogen ekspresyonunun indiiksiyonu,
tirozin kinaz reseptorleri ile etkilesim, diger biiylime faktdrlerinin liretimi ve
niikleer sinyal kaskadlarin uyarilmasi eninde sonunda hiicresel biiyiime ve
farklilasma ile sonuglanir (1). Ang II, VDKH Kkiiltiirlerinde protein sentezini
uyararak hiicresel hipertrofiye neden olur (62, 67) ve diger biiyiime faktorleri gibi,
VDKH Kkiiltiirlerinde hiperplaziyi indiikleyebilir (68). Ayrica Ang II’'nin VDKH

hiicre go¢iinii aktive ettigi gosterilmistir (69).

Ang II sitokinler ve kemokinler, makrofa; kemoatraktant protein 1
(macrophage chemoattractant protein 1; MCP-1), interlokin 6 (interleukin 6; IL-
6), transforme edici biiylime faktorii B (transforming growth factor B; TGF-f),
trombosit kokenli biiylime faktorii (platelet-derivered growth factor; PDGF),
insiilin-benzeri biiylime faktorii-1 (insulin-like growth factor; IGF-1), temel
fibroblast biiylime faktorii (basic fibroblast growth factor; bFGF) ve epidermal
bliylime faktorii ailesi (epidermal growth factor; EGF) gibi cesitli biiylime
faktorlerini indiikler (Sekil 2.1.1.). Bu faktérler VDKH proliferasyonu ve
migrasyonu arttirir ve inflamasyonun ortadan kaldirilmasina yardimei olur (70).
IL-6 matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu ile iliskili olmasina karsin (71)
Ang II uyarimi sonrasmda VDKH’lerinde matriks proteinazlar lizerine direkt

etkileri oldugu rapor edilmistir (70).

Ang II bunun disinda, ekstraseliiler matriks (ECM) bilesimindeki
degisiklikleri tetikler. ECM’nin kontraktil diiz kas hiicre sentezi az miktardadir
fakat vaskiiler yeniden diizenlenme esnasinda elastin, kollajen ve fibronektin
sentezi onemli bir miktarda artmaktadir. ilgingtir ki ekstraseliiler ortamdaki bu

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

2.3.1. ROS ve Metabolizmasi

Simdiye kadar biriken kanitlar oksidatif stresin hiperlipidemi, diyabetus
mellitus, hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi ve kronik kalp yetmezligi gibi
hastaliklarla iligkili olan kardiyovaskiiler fonksiyon bozuklugunun baglamasi ve
ilerlemesinde major bir rol oynadigin1 gostermektedir. Oksidatif stres, endojen
antioksidan sisteme karsi reaktif oksijen radikallerinin artmasi ile meydana gelen
bir durumdur. ROS damarsal yapilarda her bir hiicre tipi lizerinde farkl
fonksiyonel etkilere sahiptir ve hem fizyolojik hem de patofizyolojik roller
oynayabilir (72).

Stiperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen ornekleri,
hiicreler aras1 ve hiicre i¢inde ikinci mesajct olarak etki ederek fizyolojik
(vaskiiler tonus ve hiicre biliylimesi) ve patofizyolojik (inflamasyon, iskemi-
perfiizyon, hipertansiyon ve ateroskleroz) bir rol oynayabilir. (6,73). Ksantin
oksidaz, mitokondriyal oksidaz ve arasidonik asit nonvaskiiler dokularda oksidatif
molekiillerin major kaynaklaridir. Halbuki mitokondri disinda membranla iligkili
NAD(P)H oksidaz vaskiiler hiicrelerde siliperoksit anyonunun Onemli bir

kaynag1 oldugu goriilmektedir (74).

Bu enzim elektronlar1 NADH yada NADPH’tan molekiiler oksijene
transfer eder ve sliperoksit anyonu olusturur (sekil 2.3.1). Vaskiiler oksidazin tam
molekiil yapist bilinmemekle birlikte nétrofil oksidaz ile benzer oOzellikler
gosterir. Notrofillerde NAD(P)H oksidaz bes alt liniteden olusur: 22-kDa’luk bir
a-alt initesi (p22°"); gliserolize 91-kDa’luk bir B-alt iinitesi (gp917") (bu ikisi
birlikte sitokrom bssg’i olusturur, elektron transfer elementi); sitozolik bilesenler
p47"* ve p67""; ve diisiik molekiiler agirlikli G proteini olan rac-1 veya rac-2.
Aktivasyon sirasinda p47°™* ve p67™* proteinleri membrana transloke olur ve
sitokrom bssg ile iliskiye girerek aktif oksidazi olusturur (1). VDKH’lerinde
p22°"°* giiperoksit iireten NAD(P)H oksidaz sisteminin kritik bir bilesenidir.
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Sekil 2.3.1.: VSMC iizerine ROS’un etkileri. ROS hiicre i¢i sinyal iletim yollar ile biiyiime

faktorlerinin ve MCP-1 geninin iiretimini arttirir. Ayrica hiicre biiyiimesi ve kollojen
depolanmasma da neden olur. Bu sekilde ROS vaskiiler yeniden diizenlenmeye katkida
bulunur (1).
NAD(P)H oksidazin Ang II aktivasyonu ge¢ olmaktadirr ve VDKH’lerinde
yalnizca Ang II uyarimimdan 60 dakika sonra saptanir (63,74). Bu etki 24 saat
boyunca siirekli olmaktadir. NAD(P)H oksidaz bagimli sinyal yollar1 hiicre
biiylimesi gibi Ang II aracili uzun dénem sinyal olaylarinda muhtemelen 6nemli
bir rol oynamaktadir. Buna dayanarak NAD(P)H oksidaz selektif inhibitér olan
DPI ile inhibe edildigi zaman VSMC de Ang Il ile uyarilmis protein sentezide
inhibe olur (74,75). NAD(P)H oksidaz tarafindan iiretilen siiperoksit, SOD
tarafindan hizli bir sekilde H,O,’ye doniistiiriilir. H,O, de peroksidaz ya da
katalaz tarafindan yakalanir. O,” ve H»O, birbirleri ile daha ileri reaksiyona
girebilir veya demir iceren molekiillerle yiiksek derecede reaktif hidroksil (OH")
radikalleri olusturabilir (72).

ROS olusumu sitokinler ve kalp, vaskiiler diiz kas, endotelyal, adventisyal
ve mesangiyal hiicrelerde O, ve H,O, iiretimini arttiran ve Ang II’yi de iceren bir
cok biiyiime faktorleriyle diizenlenir (72) (Sekil 2.3.2). ROS olusumu Ang 11
bagimli  patogenezden sorumlu olabilir fakat katekolamin  bagimli

hipertansiyondan sorumlu degildir (72). Oksidatif stres bagimli hipertansiyon
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temelini olusturan mekanizmalar endotelyal kaynakli NO’in yikimi1 ve O, ile
H,O,’nin giiclii vaskiiler mitojenik etkileri ile iligkili olabilir (72). VSMC
biiylimesi kismen ERK-5 aktivasyonu yoluyla olabilecegi goziiken redoks duyarl
bir bilesenin sonucudur (72). ROS, VDKH hiperplazi ve hipertrofisini uyarir,
halbuki antioksidanlar biiylimeyi inhibe eder, apoptozisi tetikler, biiylime
faktorleri ve hipertrofik ajanlara cevabi zayiflatir (72). Ang II aracili oksidatif
stresin son zamanlarda hiicre-hiicre etkilesiminde 6nemli olan ve aterosklerozis
gelisme siireciyle de muhtemelen ilgili olan endotelyal vaskiiler hiicre adhezyon
molekiil-1’1 uyardig1 goriilmektedir (72). Vaskiiler biliylime i¢in Ang II’nin
uyardigr H,O; olusumunun sinyal yollariyla baglantisi son zamanlarda p38
MAPK olarak tanimlanmistir (75). ERK-5 redoks duyarli bir kinaz olmakla
beraber Ang II’'nin bu MAPK yoluyla oksidatif stres bagimli biiylime de araci
oldugu goziikkmektedir (72). Baska redoks duyarli yollar, Ang II ile birlikte diger
redoks duyarli yollarm hiicre biiyiimesi lizerine olan etkisi hiicre yasam protein

kinaz (Akt/PKB)’1n fosforilasyonu yoluyladir (75).

Damarsal yapilarda en ©Onemli ROS’lardan biri oksijenin univalant
reaksiyonu ile olusan siiperoksit anyonu (Oz")’dur (76). Bu reaksiyon NAD(P)H
oksidaz ve ksantin oksidazi iceren c¢esitli enzim sistemleriyle meydana gelir.
Nitrik oksit ile O, reaksiyonu ROS’un viicuda en zararl tiyesi olan peroksinitrit’1
olusturur. Siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan O, ‘in dismutasyonu ROS’un
daha stabil formu olan hidrojen peroksit (H,O;) olusturur. Bu da daha sonra
katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan H,O’ya enzimatik bir sekilde g¢evrilir.
H,0, yiiksek derecede reaktif olan hidroksil radikali (OH")’ne doniistiiriilmiis olan
kiigiik gecis metalleriyle de reaksiyona girebilir, ya da miyeloperoksidaz
tarafindan hipoklorik asid (HOCI) formuna metabolize edilebilir. Vaskiiler

hiicrelerin hemen hemen biitiin tiplerinde O, ve H,O iiretilir (77).
2.3.2. Enzimatik Olarak Siiperoksit Uretimi
NAD(P)H oksidaz, XO, nitrik oksit sentaz (NOS) ve MPO iceren bir ¢ok

enzimatik sistem damar yapilarinda O, ve onun tiirevlerini iiretir. Bu proteinlerin
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her biri damarsal yapilarin normal fizyolojik durumlariyla degistigi i¢in relatif

olarak dnemli gériinmektedir (72).

NAD(P)H oksidaz bir ¢ok alt iiniteden olusur: elektron transfer iinitesi

lphox 2ph0x 7phox 7phox

(gp9 , nox-1 yada nox-4), p2 ve diizenleyici alt liniteler (p4 , p6
ve rac-1). Bu alt iinitelerin ekspresyon sekilleri vaskiiler hiicreler arasinda
degismektedir (78). Enzim aktivasyonu spesifik hiicre i¢i sinyallerin uyarilmasi ile
kisa siireli ve enzim alt linitelerinin diizenlenmesi yoluyla uzun stireli etkiler
meydana getirir (79,80,81). Diisiik Ang II konsantrasyonlarinda bile (0.1 nM/L)
NAD(P)H oksidaz kdkenli ROS artar, bu da bu enzim sisteminin fizyolojik olarak

onemli oldugunun kanitidir (82).

Uygun kosullarda NOS, NO eklendiginde O, iiretebilir. NOS
tetrahidrobiyopterine (H4B) bagimli bir sekilde NO sentez etmek icin -arginini
bir substrat olarak kullanir.  -arginin ve H4B konsantrasyonlar1 eger diiserse, ya da
H4B okside olursa NOS serbest kalmaya baslar ve 6nemli miktarlarda siiperoksit
iretir (83). NAD(P)H oksidaz’in aktivasyonu H4B’nin oksidasyonuna ve
endotelyal NOS’tan yiiksek miktarlarda siliperoksit iiretimine neden olarak

hipertansiyon olusmasini saglar (84).

Bir ubikitin olan ksantin oksidorediiktaz, ksantin dehidrogenaz ve ksantin
oksidaz olmak tizere fonksiyonel olarak farkli iki degisebilir formda bulunur (85).
Ksantin oksidaz ile olusturulmus ROS iskemi/repiirfizyon, hiperkolesterolemi ve
kronik kalp yetmezligindeki endotelyal disfonksiyonu iceren degisik

klinikopatolojik durumlardan da sorumlu olabilir (85,86).

Son zamanlarda vaskiiler patolojilerde MPO’nun rolii de aydinlatilmistir.
MPO fagositlerde bol miktarda bulunur ve H,O,’den HOCI ve diger oksidize
orneklerin olusumunu katalize eder (87). MPO, NO’i reaktif oksijen Ornekleri
olusturmak icin kullanir, boylece NO biyoaktivitesi azalir ve oksidatif stres artar

(88,89).
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2.3.3. VDKH’leri Uzerine ROS’un Etkileri

VSMC’nin bir ¢ok fonksiyonu ROS’un iiretimine baghdir. Belki bu
islemler tizerinde en iyi ¢alisilani hiicre bliylimesidir, fakat ROS inflamatuvar
mediatorlerin ve matriks bilesenlerinin ekspresyonu gibi migrasyonada neden

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

VDKH Biiyiimesi

Biiyiimeyi desteklemek i¢in fenotipi tahrip edilmis olan sentetik
VDKH leri; hipertansiyon, ateroskleroz ve balon anjiyoplasti sonrasinda restenoz
gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda da bulundu. ROS iiretimi hipertrofik ve
proliferatit VSMC biiylimesinin ikisine de yol agan bir ¢ok islemde yakindan
gereklidir (72). Vazoaktif bir peptid olan Ang II’'nin VDKH’lerinde hipertrofiye
neden olabildigi bir¢cok yildir bilinmektedir (Sekil 2.3.2.). Ang II bagimli VDKH
hipertrofisi katalaz ve p22ph°X antisensinin kullanilmasiyla inhibe edildi. Bu

nedenle biliytimeye cevaptan NAD(P)H oksidaz kokenli ROS suglanmistir (72).

ROS, PDGF ve trombin gibi agonistlere cevapta da tam proliferatif bir rol
oynar. H,O,’nin VDKH’lerinde proliferasyona neden olan etkileri kritik bir
sekilde konsantrasyona bagimlidir (90). Bununla birlikte PDGF ya da trombin ile
VDKH proliferasyonu i¢in de H,O, gereklidir (91,92). Bu proliferasyon N-
asetil sistein (NAC) veya DPI ile inhibe edilir. Endojen iiretilen H,O,, VSMC’nin
yasam ve proliferasyonunun diizenlenmesinde de 6nemli olabilir, ¢ilinkii katalaz’in
overekspresyonu apoptozis oranini arttirirken bazal diiz kas proliferasyonunu

inhibe eder (93).

ROS’un yukarida tanimlanan etkileri VDKH’leri i¢in pozitif olmasina
ragmen, ROS VDKH’lerinde apoptozis ve farklilasmaya da neden olur. L1 ve ark.
glukoz/glukoz oksidaz yada dietilmalat’a VDKH’lerinin cevabmim hidroksil
radikallerinin olusumu yoluyla apoptozise neden olduklarin1 gésterdi (94). Oysa
Su ve ark. endojen ROS’un VDKH olgunlasma ve farklilasmasini artirdigini rapor

ettiler (95). Bu farkli goziiken etkiler VDKH’lerin gdsterdigi gibi ROS’un
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Sekil 2.3.2.: ROS’un kaynaklari ve hiicresel etkileri. NAD(P)H oksidazdan kaynaklanan ROS
VDKH’lerinde hipertrofi, proliferasyon, migrasyon, matriks diizenlenmesi ve sitokin
iretimine neden olur. Bunlarin sonucunda da hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet ve

restenoz’a neden olur (72).

yapis1 ve miktarlari ile a¢iklanabilir. Yiiksek konsantrasyonda H>O; (500 pmol/L
— 1 mmol/L) apoptozise neden olur, oysa orta derecedeki konsantrasyonlar (100

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

VDKH migrasyonu major vaskiiler patogenez bilesenlerinden biri olarak
kabul edilir. VDKH migrasyonunun kesin mekanizmalar1 belli olmamakla
beraber, ROS’un bu islemde rolii oldugu agik¢a gosterilmistir. Sundaresan ve ark.
PDGF bagimli VDKH kemotaksisinin katalaz overekspresyonu tarafindan inhibe
edildigini gosterdiler (91). Bu Weber ve ark. tarafindan PDGF ile uyarilmis
VDKH migrasyununun NAC, DPI, ebselen ve dominant negatif rac tarafindan
inhibe edildiginin gosterilmesiyle de son zamanlarda saptandi (97). Bu da
NAD(P)H oksidaz yoluyla O, {iretiminin VDKH migrasyonu i¢in agonist
oldugunun kanitidr. ROS bagimli VDKH migrasyonundan sorumlu sinyal

molekiillerini tanimlamak biiytik bir ilgi uyandiracaktir (72).
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Matriks Diizenlemesi

Matriks matelloproteinaz’lar (MMP’ler) tarafindan ekstra seliiler matriks
yikim ve yeniden diizenlemesi fizyolojik ve patofizyolojik vaskiiler diizenlemede
onemli olaylardir. Son calismalar MMP’lerin aktivitesinin ROS tarafindan
diizenlendigini ortaya c¢ikardi. Rajagopalan ve ark. insan VDKH’lerinden sekrete
edilen pro-MMP-2 ve pro-MMP-9’un ROS tarafindan aktive edildigini gosterdi
(98). ROS’un diizenledigi ve MMP aktivitesi tarafindan meydana getirilen ig
mekanizmalarin Fu ve ark. tarafindan saglanmas1t MPO kokenli HOCl'nin sistein
birimlerinin oksijenasyonu ile MMP-7’y1 aktive ettigini bulmalarin1 sagladi (99).
Bu MMP proenziminin 1yi bilinen proteolitik pargalanmasindan farkli bir
mekanizmadir. MMP’lerin gen ekspresyonu ROS tarafindan diizenlenir. Mekanik
uzamaya kars1 vaskiiler diiz kaslar hiicrelerinde MMP-2 mRNA, NAD(P)H
oksidaz kaynakli ROS duyarl bir sekilde artar. Bu ylizden ROS bir ¢ok diizeyde

matriksin yeniden diizenlenmesini kontrol eder (100).

inflamatuvar Gen Ekspresyonu

Ateroskleroz, cesitli sitokinlerin vaskiiler lezyonlarin ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynadiklar1 inflamatuvar bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Sitokin gen
ekspresyonu ile meydana gelen major mekanizmalardan biri niikleer faktor-xf3
(NF-xB)’nin aktivasyonunun artmasidir. NF-xf3, ROS duyarli bir transkripsyon
faktoriidiir ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) ile interlokin-6 (IL-6)’y1
iceren proinflamatuvar genlerin ekspresyonunda merkezi bir role sahiptir (101).
VDKH’lerinde Ang II ve TNF-o’nin ROS bagimli bir sekilde NF-kf3’y1 uyararak
bu genleri arttirdig1 goriildi (102,103,104).

Kontraksiyon

O, ‘nin NO inaktivasyonuyla vazomotor tonusu diizenledigi iyi bir sekilde
saptanmistir. Bununla birlikte VDKH’leri iizerinde ROS’un direkt etkisi
tartismalidir. H,O, pulmoner, kroner ve mezenterik arterlerde vasorelaksasyona
neden olur (105,106). Buna karsi ksantin oksidaz tarafindan iiretilmis ROS,

aortada vasokonstriiktordiir ve ROS bagimli kontraksiyon, hipertansif ratlarda
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kendiliginden artar. Ayrica Ang II’nin aortada yaptigi kontraksiyon katalaz
tarafindan inhibe edilir. Bu goriinen farkliliklar, kotii vaskiiler ¢alismalar yada
ozel sistemlerde {retilmis ROS’un konsantrasyonu nedeniyle olabilir.
Konsantrasyon iizerine ROS’un etkilerini tam olarak agiklamak i¢in daha ileri

calismalara ihtiyag¢ vardir (72).

2.4. MITOJEN AKTIVELI PROTEIN KiNAZLAR (MAPK)

2.4.1. MAP Kinazlarin Ozellikleri ve Diizenlenmeleri

1989 ve 1991 yillar1 arasinda ilk MAPK sekanslari, memeli MAP kinazlar1
ERKI1, ERK2 ve ERK3 tanimlanmaya baslamistir (107). ERK1 ve ERK2’nin
aktiviteleri iki substratla rutin olarak 6lgiilmektedir. Bunlar miyelin temel protein
(miyelin basic protein; MBP) ve mikrotiibiil-iligkili protein-2 (Microtubul-
associated protein 2; MAP2)’dir (108). MAP “mitojen-aktiveli protein”
kelimelerinin bas harflerinden olusmustur ve 1980’lerin ilk donemlerinde ilk kez

mitojen- uyarimli tirozin fosfoproteinleri olarak tanimlanmistir (109).

Mitojen aktive edici kinazlar serin/treonin protein kinazlarin bir ailesidir
ve hiicre i¢i protein fosforilasyonlar1 ile hiicre dis1 sinyallerin nukleusa iletimine
aracillik ederler. Bu yolla transkripsiyonel faktorler aktive olarak gen

ekspresyonlari artar ve hiicresel cevap olusur.

Memeli MAP Kinazlar1 6 ana alt sinifta toplanmustir (110);
1- ERK 1/2 (swrasiyla p42-kDa MAPK ve p44-kDa MAPK olarak da bilinir);
ERK 1/2 mitojenik ajanlar ile uyarim sonrasinda proliferasyona yonlenir.
Hedef transkripsiyon faktorleri Elk1, c-Myc ve p90 ribosomal S6 kinazdir.
2- c- Jun N-terminal kinazlar (JNK) 1,2,3 ve Stres Aktive edici Protein
Kinazlar (Stress- Activated Protein Kinase; SAPK); INK’lar stresle aktive
olan protein kinazlardir ki bunlar c-Jun tanskripsiyon faktoriini, AP1

transkripsiyon faktoriiniin bir komponentini aktive ederler.
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3- p38 MAPK; p38 a, B, v, 0 olarak adlandirilan 4 tane p38 izoenziminden
olusur. p38, JNK uyarimma benzer sekilde uyarilir fakat fonksiyonlar1
JNK’lardan farklidir.

4- ERKS6; p38 benzeri MAPK.

5- ERK3

6- ERKS (Big MAPK 1 olarak da adlandirilir).

MAPK bagimli sinyal yollar1 hiicre biiylimesi, apoptosiz, hiicresel
farklilagma, transformasyon ve vaskiiler kontraksiyondan sorumludur (111,112).
ERK1/2 biiyiime ve farklilagma uyaranlarina cevap verirken, JNK ve p38 MAPK

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

MAPK; hiicre biiyiimesi, transformasyon, farklilasma ve apoptozis gibi
cesitli fizyolojik islemleri kontrol eder. Bu kinazlarin aktive olabilmesi i¢in
treonin ve tirozin birimlerinin her ikisinin de fosforile olmasi gerekir. Spesifik
MAPK fosfatazlar tarafindan inaktive olurlar. MAPK sinyal yolunda
fosforilasyon ve defosforilasyonun birlikte denge halinde olmasiyla MAPK
aktivitesi diizenlenir ve bu sekilde hiicreler ¢evresel degisikliklere hizli bir sekilde

adapte olur (115).

MAPK sinyal yolunda birbirini ardi sira takip eden 3 tane aktiviteli kinaz
oldugu bilinmektedir. Bunlar; MAP kinazlar, MAPK’y1 fosforlayip aktive eden
MAPK kinazlar (MKK veya MEK) ve MEK’i aktive eden MAPK kinaz kinaz
(MKKK veya MEKK)’lardir. MAPK’larin ana hedefleri diger protein kinazlar,

fosfolipazlar ve transkripsiyon faktorleridir (115).
2.4.2. p38 MAPK

Stresin aktive ettigi bir serin/treonin protein kinaz olan p38 MAPK,
MAPK siiper ailesine aittir. Ultraviyole 151k, radyasyon, 1s1, sok, yiiksek osmotik

stres, proinflamatuvar sitokinler ve bazi mitojenleri igeren cesitli hiicre disi

uyaranlar kinaz aktivasyon kivrimi i¢indeki bir TGY motifini fosforile eder.
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Sekil 2.4.1.: Memeli MAPK Sinyal Yollarinin Sematik Gosterimi. PAK, p21 aktive edici kinaz
(p21-activated protein kinase); TAK, TGF-B aktive edici kinaz (TGF-B-activated
kinase); TAO, (thousand and one amino acid kinase); BMK, Biiyiik MAP kinaz (big
MAP kinase) (1).

Bu fosforilasyon sonucunda p38 MAPK aktive olarak stresle diizenlenen bir
protein kinaz kaskadinin tetiklenmesini saglar. p38 MAPK apoptozis, sitokin
iretimi, transkripsiyonel ve sitoiskeletal diizenlenme de major bir rol oynadigi
goriinmektedir. Bu nedenle p38 MAPK sepsis, iskemik kalp hastaligi, artrit, HIV

enfeksiyonu ve Alzheimer hastaliginin nedenlerinden sorumlu olabilir (116).

p38 MAPK ilk olarak lipopolisakkaritle uyarilmis makrofajlarda
tirozinden fosforlanmig bir protein olarak tanimlandi. Daha sonra osmotik sok
durumu altinda aktive oldugu bilinen maya HOGI1 (High Osmolarity Glycerol
Responsive 1) kinaz ile dnemli derecede benzerlik gosterdigi bulundu. Insan p38a
MAPK homologlar1 lipopolisakkaritle (LPS) uyarilmis monositlerden salinan
TNF (timor nekrozis faktor)-o ve interlokin (IL)-1 salmism bloke ettigi bilinen
piridinil imidazol bilesiklerinin (sitokin baskilayic1 antiinflamatuvar ilaglarn)
hedefi olarak tanimlandi. p38 MAPK proteinleri bu ylizden CSBP-1 ve -2 (sitokin

baskilayict anti-inflamatuvar ilaglar1 baglayan proteinler) olarak adlandirildi. 11k
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p38 MAPK’m (p38a) klonlanmasindan sonra p383 (SAPK2b olarak da
adlandirilir), p38y (ERK-6/SAPK-3 olarak da adlandirilir) ve p388 klonlandi.
Bunlar amino asit agisindan sirasiyla %73, %63 ve %62 oraninda p38a ile
benzerlik gosterir. Buna ilaveten p38a ve P’nin ikisi ek alternatif formlara
sahiptir. Bu nedenle p38 MAPK’m 6 izoformunun oldugu kabul edilir. Izoformlar
ekspresyon, aktivasyon ve substrat spesifitesi acisindan aralarinda fonksiyonel
farkliliklar gosterir. p38a 10kosit, karaciger, dalak, kemik 1iligi, tiroid ve
plasentada ayni anda eksprese edilir. Buna karsi p38y primer olarak iskelet
kaslarinda eksprese edilirken, p38p beyin ve kalpte en yiiksek diizeyde eksprese
edilir. p388 ise akciger, bobrek, GIS, testis, over, adrenal ve hipofiz bez gibi
endokronolojik olarak aktif organlarda salgi bezi epitelyumu boyunca gii¢lii bir
sekilde eksprese edilir. LPS uygulanmasi p38a’y1 aktive eder fakat p38f da
herhangi bir aktivasyon yapmaz. Halbuki transkripsiyon faktorleri MEF2-A ve —C
p38a ve B’y1 etkili bir sekilde fosforile ederken p38y veya &’da aktivasyona neden
olmaz (116,117).

2.4.3. p38 MAPK Yolunun Ust Basamak Diizenlenmesi

MAPK aktivasyonuna yol acan iist basamak sinyal kaskadinin temel
organizasyonu biitlin Okaryotlar arasinda yiliksek derecede korunmustur.
MAPK’lar genellikle kinaz alt birimi VIII i¢indeki fosforilasyon dudagi veya
aktivasyon kivrimi olarak tanimlanmis ylizeyde acik olan bir bolgeden fosforile
edilerek aktive olur. Fosforilasyon bir Thr-Xxx-Tyr ikili fosforilasyon motifi
icindeki treonin ve tirozin birimleri {izerinden meydana gelmektedir. Merkezi Xxx
birimi Erk MAPK ailesinin biitiin iiyelerinde bir glutamat, JNK ailesinin
iiyelerinde bir prolin ve p38 MAPK ailesinin tiiyelerinde bir glisin amino
asidinden olusmaktadir. Fosforile bu alanlar iist basamak kinazlar i¢in

muhtemelen ¢cok 6nemli bir spesifiteye sahiptir (117).
MAPK’lar1 direkt olarak fosforile eden kinazlar MAP kinaz kinazlar

olarak adlandirilmistir ve MAPKK, MEK yada MKK olmak iizere degisik
sekillerde kisaltilmistir. MKK-3 ve MKK-6, p38 MAPK’n in vivo ve in vitro
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major list basamak aktivatorleri olarak kabul edilmislerdir. MKK-6 tiim p38
MAPK izotiplerini fosforile ediyor goziikmektedir, halbuki MKK-3 yalnizca p38
o,y ve 0’y1 fosforile eder. MKK-4 JNK’larin iist basamak bir aktivatorii olmakla
beraber in vitro veya Kkiiltiire hiicre dizilerinde eksprese edildigi zaman p38
MAPK’1 aktive edebilir fakat in vivo fizyolojik bir aktivatéor oldugu
disiiniilmemektedir. Bununla birlikte yeni bir gen-hedefi ¢alismasit MKK-4 -/-
nakavt fibroblast hiicrelerde TNF, anisomisin yada hiperosmotik strese cevapta
JNK ve p38 MAPK’mn her ikisinde de fosforilasyon defektleri oldugunu
gostermistir. Bu nedenle son zamanlarda MKK-4’ten P38 MAPK’a in vivo bir

yolun miimkiin olabilecegi vurgulanmaktadir (118).

MKK-3 ve -6 gibi MAPK’lar MAP kinaz kinaz kinazlar olarak
adlandirilan iist basamak kinazlar tarafindan kendi kendilerini diizenler. Bu giine
kadar MEKK-1, MEKK-2, MEKK-3, MUK (MAP upstream kinase), MLK
(mixed lineage kinase), TPI-2 (tumor progression locus-2), MTK-1/MEKK-4,
TAK-1, ASK-1 (apoptosis signal-regulated kinase) ve TAO (thousand and one
amino acid protein kinase) gibi adlarla adlandirilan MAPKKK siiper ailesinin
iiyeleri stresle aktive edilmis MAPK yollarinin aktivasyonundan sorumludur. p38
MAPK yolunu aktive eden her bir MAPKKK’nin bu kaskad i¢inde ne gibi
fonksiyonlar gosterdigi agik bir sekilde tanimlanamamistir. Fakat su ana kadar
yapilan ¢alismalara gore MEKK-1, MEKK-2, MEKK-3, MUK, MLK ve Tpl-2
p38 MAPK dan ziyade &ncelikli olarak JNK’y1 aktive ediyor goriinmektedir. Ote
yandan TAK-1, MTK-1/MEKK-4, TAO ve ASK-1 p38 MAPK yolunun daha
etkili aktivatorleridir (119). Kanitlar Rac ve Cdc42 iceren Rho ailesinin GTP
baglayan proteinleri gibi diisiik molekiiler agirlikli guanozin 5’-fosfat baglayan

proteinler INK ve p38 MAPK iist yollarinda bulundugunu gostermistir (117).

2.3.4. p38 MAPK Aktivasyonunun Alt Basamak Etkileri

Hiicresel fizyolojinin diizenlenmesinde hizli bir sekilde artarak gorev

yapan p38 MAPK rolii bilinmekle beraber, p38 MAPK’1n direkt substratlar1 daha
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Tablo 2.4.1.: p38 MAPK’min vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki etkileri (84).

Gen Ekspresyonu
Transkripsiyon faktor aktivasyonu
Protein sentezi
Sinyal {letimi
Adrenarjik yolak
Aragidonik asit yolag1
Sitokin yolaklar1
Nitrik oksit yolag1
Hiicre Biyolojisi
Apoptozis
Iskelet sistemi ve hareket
Farklilagma / biiylimenin durmasi / proliferasyon
Is1 sok ve oksidatif stres cevaplari
Notrofil aracili inflamasyon
Hastaliklar
Kardiyak durum ve hipertrofi
Infeksiyon hastaliklari
Iskemi / reperfiizyon
Noronal patoloji
Yara iyilesmesi ve dokunun yeniden diizenlenmesi

yeni tanimlanmaya baglanmistir. p38 MAPK yolu tarafindan diizenlenen bazi

genel etkiler tablo 2.4.1 de verilmistir (117).

Gen Ekspresyonu

p38 yolu bircok transkripsiyon faktoriiniin aktivesini ve genin
ekspresyonunu kontrol eder. p38 MAPK yolu fosforillenir ve aktive
transkripsiyon faktér (ATF)-1/2, CHOP/GADDI153 (biiylime duraklamasi ve
DNA zarar1), ¢coklu CREB’ler (cyclic AMP response element-binding proteins),
ELK-1, Ets-1, MAX, MEF-2A, MEF-2C, NF-xB3, HSF (heat shock transcription
factor)-1 ve SAP-1’1 igeren birgok transkripsiyon faktdriiniin aktivitesini arttirir.
Baz1 transkripsiyon faktorlerinin p38 MAPK’nin direkt substratlart oldugu
bilinmekle birlikte, digerleri alt basamak protein kinazlar tarafindan aktive
edilirler. Bunlar MAPKAP-2 (MAP kinaz aktiveli protein kinaz-2) gibi p38
MAPK fosforilasyonunu ile kendi kendilerini aktive ederler. Buna ilaveten bazi
diger transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu p38 MAPK aktivitesine bagimli
oldugu bilinmektedir (fas ligand promotor ve osmotik response enhancer element-

driven gen ekspresyonu gibi), fakat proksimal kinazlar daha aydinlatilamamastir.
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Tablo 2.4.2.: p38 MAPK’nin substratlari ve sonraki hedef proteinler (84).

Ik Substrat Sonraki Substrat
MAPKAP-2/3 (MK2/3) CREB
Hsp27
LSP1
SRF
Tirozin hidroksilaz
MNK1/2 elF4E
MSK1 CREB
PRAK
3pK
RSK-B CREB, fos

p38 MAPK’nim direkt substratlar1 ve onlarm alt basamak hedefleri tablo 2.4.2 de
liste halinde verilmistir (117).

Hiicre Sinyali

Hiicresel diizeydeki etkilerine ilaveten p38 MAPK sitokinler,
katekolaminler, nitrik oksit (NO) ve arasidonik asit {riinlerinin {retimini
diizenlemek yoluyla organ ve doku seviyesinde strese karsi cevabin
diizenlenmesinde yardimeci bir rol iistlenir (117).
Adrenarjik Yol: Kromafin ve feokromasitoma hiicrelerinde p38 MAPK yolu
transkripsiyondan  bagimsiz  bir mekanizma yoluyla katekolaminlerin
biyosentezini arttirir. MAPKAP-2, katekolamin sentez yolunda ¢ok erken bir
adim olan tirozin hidroksilazin fosforilasyon ve aktivasyonunu katalize eder
(117).
Arasidonat Sinyali: Arasidonik asit (prostaglandinler, l6kotrienler ve diger
eikasonoidler)  metabolitleri  inflamatuvar  cevaplarn  uyarilmasit  ve
baskilanmasinda anahtar mediatorlerdir. PLA,, fosfolipidlerden arasidonik asit
salmisinit primer olarak diizenleyen bir enzimdir. Noétrofillerin TNF-a’ya ve diiz
kas hiicrelerinin ET-1’e maruz kalmasi iizerine, bu enzim p38 MAPK bagimli
fosforilasyon ve aktivasyon yoluyla artar (120,121).
Sitokin Sinyali: p38 MAPK bazi sitokinlerin hem {tretimi hem de hiicresel
cevabinda rol oynar. TNF-a ve IL-1 iiretimindeki rolii bilinmekle birlikte p38
MAPK IL-4, IL-6, IL-8 ve IL-2’nin iiretiminde de rol oynar. p38 MAPK bazi

sitokinlerin hiicresel cevabinda kritik bir rol oynar. Mesela insan notrofilleri GM-
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CSF, TNF-a ve TGF-B’ya maruz birakildiklar1 zaman p38 MAPK aktivasyonu
olur (117).

NO Sinyali: p38 MAPK iki noktada NO’in iiretiminde gereklidir.
Birincisi p38 MAPK NO sentaz i¢in bir substrat olan arjinin’in taginmasimni aktive
ederek hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirir, bu da NO {retimini arttirir (122).

Ikincisi NO sentazin uyarilabilir formunun gen ekspresyonunun artisi igin

gereklidir (123).

Sitoiskeleteal Dinamikler

Bir ¢ok hiicre tipinde (epitel, diiz kas, endotel hiicreleri) migrasyon, p38
MAPK inhibitoérii olan SB 203580 ile bloke edilir. Daha yeni tanimlanmaya
baslanmasina ragmen tiim p38 MAPK substratlarinin bu olaydan sorumlu oldugu
disiiniilmektedir. Cesitli sitoiskeleteal proteinler (microtubule associated protein
tau, actin associated protein hsp27 ve intermediate filament proteins h-caldesmin,
vimetin ve creatin polipeptides 8) p38 yolunun substratlaridir. p38 MAPK’nin
katalizledigi bu fosforilasyonlardan hanginin en Onemli oldugu belirsizdir.
Bunlardan yalnizca hsp27 fosforilasyonunun etkisi genis bir sekilde ¢alisilmstir.
p38 MAPK’nim aktivasyonu MAPKAP-2 yoluyla kiigiik 1s1 sok proteini hsp27°nin

fosforilasyonuna neden olur (117).

2.44. MAPK Fosfatazlar Tarafindan Stres Kinaz Yollarimin Fizyolojik

Inaktivasyonu

MAPK fosfataz (MKP)’lar aktivasyon kivrimindaki treonin ve tirozin
kalintilarinin her ikisinide kritik bir sekilde MAPK ailesi tiyelerini bazal inaktif
durumlarina doniistiiren ¢ift spesifiteye sahip protein fosfatazlardir. Su ana kadar
bu grubun MKP-1 (CL-100), MKP-2 (hVH2, TYP-1), MKP-3 (Pystl, rVH6),
MKP-4 (Pyst3), MKP-5, PAC1, hVH2 (B-23), hVH5 (M3/6) ve Pystl olmak
iizere dokuz tiyesi rapor edildi. MKP-1 ilk izole edilen MKP’dir. MKP-1’in ERK,
JNK ve p38 MAPK’1 defosforile ettigi gosterildi. Belirli MAPK i¢in MKP’lerin
substrat spesifitesi yeni ¢oziilmeye baslanmasina ragmen Franklin ve ark. MKP-
I’in p38 MAPK ve JNK’lar1 ERK’lerden daha gii¢lii bir sekilde inhibe ettigini
buldular. Benzer bir sekilde MKP-5 te, p38 MAPK ve JNK’y1 inaktive ederken
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ERK’leri inhibe etmez. Halbuki MKP-4 ve MKP-3/6 ERK’leri p38 MAPK ve
JNK’lardan daha giiclii bir sekilde defosforile eder. Stres kinaz yollarinin hiicre
yasami ve apoptoziste gibi zit roller de oynamasindan dolayr MKP spesifitesinin

ek ayrmntilary, onlarin diizenlenmesi ile karigikligin anlagilmasinda yardimei

olabilir (117).
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GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal ve Kimyasal Malzemeler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

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

Sigma’dan satin alindi.

Hiicre kiiltiirii islemi i¢in kullanilan petriler (20 mm), flasklar (12.5, 25 ve
75 cm®) ve plastik tiipler (15 ve 50 ml) gibi sarf malzemeleri R & D Falcon

firmasindan satin alindi.

Medyum saklama amaciyla Simax marka otoklavlanabilir cam siseler

kullanildz.

Vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH) kiiltiiriinde aktivator olarak kullanilan
Anjiyotensin II Sigma’dan, inhibitdr olarak kullanilan DPI Calbiochem’den satin
alindi. AT; reseptdor antagonisti losartan, Merck Sharp & Dohme firmasi

tarafindan hibe edildi.

VDKH kiiltiiriindeki hiicrelerin immiinohistokimyasal analizler i¢in Dako
marka immiinohistokimya kiti kullanildi. Bu islemde kullanilan a-aktin ve Von
Willebrand faktoriine kars1 olan primer antikorlar ile bunlara karsi olan sekonder

antikorlar Sigma’dan alind1.
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Protein 6l¢limleri i¢in Bio-Rad marka protein 6l¢iim kiti (Bio-Rad katalog
no 500-001) ve standardi1 kullanildi. Western blot islemleri Bio-Rad marka Mini-
Protean Western Blot seti kullanilarak yapildi. Sinyallerin saptanmasi i¢cin HRP
(Horse-Radish Peroxydase) substrat (kemiluminesans gelistirici, Bio-Rad marka
katalog no 170-5040) kullanildi. Proteinlerin membrana transferi i¢in Bio-Rad

marka por genisligi 0.45 um olan nitroseluloz membranlar kullanild.

Membranlardaki sinyallerin filme aktarilmasinda yiiksek kaliteli
Amersham marka film, filmlerdeki sinyallerin gelistirilmesinde ise Illugater

marka developer ve fiksatif kullanildi.

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

Amresco’dan satin alindi.

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

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

antikor Chemicon firmasindan temin edildi.

3.1.2. Geregler ve Arastirmanin Yiiriitiildiigii Birimler

Spektrofotometre : Thermo Labsystems Multiskan Spectrum, 1500
UltraSantrifiij : Heraeus Instruments Megefuge 1.0 R

Santrifiij : Niive NF 800

Inkiibator : SL Shel Lab CO; incubatér

Sonikator : Bandelin sonopuls UV 2070

Calkalayici : Stovall, The Belly Buttum

pH Metre : Schott CG 840

Su Banyosu : B. Braun Biotech International
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Hassas Terazi : Shimadzu AW 120

Gii¢c Kaynagi : Power Pack 300, Bio-Rad
Inverted mikroskop : Zeiss, Olympus

Kiiltiir Kabini : Hera Safe Kendro D-63505

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Universitesi Sterilisazyon Merkezinde

steril edildi.

Deneyde kullanilan 250-350 g agirligindaki erkek wistar ratlar Akdeniz

Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edildi.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin izolasyon islemleri, Akdeniz Universitesi

Deney Hayvanlar1 Biriminde yapildi.

Primer hiicre kiiltiirii islemleri ve protein dl¢iimleri Akdeniz Universitesi

Merkez Arastirma Laboratuvar’inda yapildi.

Immiinohistokimya ve Western Blot teknikleri Biyokimya ve Histoloji

Anabilim Dallarinda yapildi.

3.2. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin izolasyonu (124)

3.2.1. Transfer Medyumunun Hazirlanmasi

Dokunun kiiltiir ortamina steril ve canli bir sekilde tasinmasi i¢in transfer
medyumu hazirlandi. Bunun i¢in 0.2 mM CaCl, 10 ml HBSS i¢inde ¢oziildii.
Hazirlanan soliisyon 0.22 pm’lik filtrelerden gecirilerek steril edildi ve iistiine
steril HBSS eklenip final hacim 100 ml’ye tamamlandi. Final hacimde % 2
oraninda olacak sekilde penisilin (100 U/ml)-streptomisin (100 pg/ml) eklendi ve
+ 4 °C’de saklandu.
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3.2.2. Vaskiiler Diiz Kas Hiicre izolasyon Yontemi

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda 250-350 g
agirhigindaki erkek Wistar ratlari steril kosullar altinda eter anestezisi uygulanarak
bayiltildi. Toraks ve abdomen agildi. Torasik ve iist abdominal aort disseke
edilerek buz igerisindeki steril petri kabina aktarildi. Petri icerisine transfer
medyumu konuldu ve steril enjektore cekilen 4-5 ml transfer medyumu ile
aortanin i¢ ¢eperi yikandi. Petri kutusu icindeki aorta UV ile steril edilmis ayr1 bir
odaya alindi. Aort, buz iizerinde ve disseksiyon mikroskobu altinda transfer
medyumu igceren temiz bir parafinli petri kabina aktarildi. Aorta segmentleri
temizlenirken kaymamasi i¢in iki ucundan toplu igneler yardimiyla parafin bloga
tutturuldu. Steril mikro cerrahi set yardimiyla aortanin dis kismindaki yaglar ve
vendz yapilar temizlendi. Aorta boylamasina kesilerek hafif gerilmis vaziyette
uclardan toplu igneler ile parafin bloga tutturuldu. Aortanin i¢ kismindaki tek
katl epitel dokusu pamuklu bir ¢ubuk ile hafif¢e siyrildi. Bu sekilde aortun tek
katl epitel dokusu ortamdan uzaklastirildi. Mikroskop altinda tek katli epitel
hiicreleri ortamdan uzaklastirdiktan sonra aort ters ¢evrildi. Aortun dis kisminda
kalan yag pargalar1 ve kapiller damarlar tamamen temizlendikten sonra steril bir
bistiiri yardimiyla aortanin dis1 kazindi. Bu sekilde, aort dis duvarindaki
adventisya dokusu da ortamdan tamamen uzaklastirilmis oldu. Tek katli epitel
tabakas1 ve adventisya aort lizerinden uzaklastirildiktan sonra aorta transfer
medyumu ile yikandi ve i¢inde steril transfer medyumu bulunan 1.5 ml’lik plastik
tiipe alindi. Daha sonra plastik tiip buz igerisinde hiicre kiiltiiriiniin yapilacagi

ortama hizli bir sekilde aktarild.

3.3. Primer Aortik Diiz Kas Hiicrelerinin Kiiltiirii (124)
3.3.1. Enzim Ayrisma Soliisyonunun Hazirlanmasi
Enzim ayrigma solusyonu ise final hacim 4 ml olacak sekilde steril HBSS

soliisyonu igerisinde (Ca™>-Mg™ icermeyen) 0.2 mM Ca™ (CaCl; 10 ml HBSS
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soliisyonu igerisinde 2.352 mg CaCl, c¢oziilerek 0.22 um’lik steril filtreden
gecirildi ve steril olarak +4 °C’de saklandi), 15 mM Hepes pH 7.2-7.3 (10 ml
HBSS icerisinde 143.1 mg Hepes coziilerek 0.22 um’lik steril filtreden gegirildi
ve steril olarak +4 °C’de sakland1), 0.0625 mg/ml elastaz (5 ml HBSS iginde steril
5 mg tip E pankreatik elastaz, ¢oziilerek 0.5 ml’lik steril plastik tiiplere boliindii
ve -20 °C’de saklandi), 0.25 mg/ml soya tripsin inhibitr (5 ml HBSS soliisyonu
icerisinde 5 mg STI Tip IS tartilip ¢dziilerek 0.22 um’lik steril filtreden gegirildi
ve +4 °C’de saklandi), 0.5 mg/ml kollejenaz (12.5 ml HBSS iginde 100 mg
kollajenaz ¢oziilerek 0.5 ml’lik steril plastik tiiplere bolindi ve -20 °C’de
saklandt), 2.0 mg/ml bovine serum albumin (5 ml HBSS soliisyonu igerisinde 80
mg albumin ¢dziilerek 0.22 pm’lik steril filtreden gecirildi ve +4 °C’de saklandr)
coziilerek hazirlandi. Bu stoklardan tablo 3.3.1°deki gibi hacimler alinarak 4 ml

enzim ayrigma solusyonu hazirlandi.

Tablo 3.3.1.: Enzim Ayrisma Soliisyonu Bilesenleri ve Miktarlari.

Soya Tripsin Inhibitor 1 ml
Hepes 1 ml
Ca®” 0.5 ml
Bovine Serum Albumin 0.5 ml
HBSS 0.5 ml
Elastaz 250 ul
Kollajenaz 250 ul
Toplam 4 ml

3.3.2. Medyum (Besi Yeri) Hazirlanmasi

Hiicre besi yeri olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
kullanildi. 500 ml’lik besi yeri hazirlamak i¢in; L-glutamin 0.584 g/L, Hepes 25
mM olacak sekilde, ayr1 ayr1 10 ml saf DMEM’de c¢oziilerek hazirlandi.
Hazirlanan her iki soliisyon 0.22 pm’lik steril filtrelerden gegirildi. 425 ml
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medyum {iizerine 50 ml fetal bovine serum (FBS) (% 10), 5 ml (% 1) penisilin-
streptomisin (10,000 U penisilin, 10 mg streptomisin) ve steril filtrelerden
gecirilen 10 mI’lik L-glutamin ile 10 ml’lik Hepes ilave edildi. Sonucta toplam
500 ml’lik besi yerleri hazirlandi. Hazirlanan 500 ml’lik besi yeri solusyonu 100

ml’lik Simax marka otoklavlanabilir cam siselere aktarilarak + 4 °C de sakland1.

3.3.3. Diiz Kas Hiicre Kiiltiirii Metodu

Transfer medyumu i¢indeki temiz aorta, UV ile steril edilmis kiiltiir kabini
icerisindeki 15 ml’lik doku petri kaplarma transfer edildi. Ortamdaki transfer
medyumu otomatik pipet ile ¢ekilerek atildi. Petri kabi igerisinde aort iki adet
steril bistiiri yardimiyla ¢ok kiiciik parcalara ayrildi. Bu sekilde aort dokusunun
enzim ile reaksiyona girecek ylizey alami arttirilmis oldu. Toplu igne basi1 gibi
kiiciik parcalara ayrilmis olan aort iizerine enzim ayrisma solusyonu (4 ml, 37 °C)
eklendi. Doku petri kabinin kapagi kapatildi ve etrafi parafilm ile sarildi. Aort
vaskiiler diiz kas dokusundan enzimler yardimiyla diiz kas hiicrelerini ayristirmak
icin petri kab1 45 dakika, 37 °C’lik etiivde hafifce calkalanarak inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra doku petri kabi etiivden cikarild1 ve steril kiiltiir kabini
icerisine alindi. Daha sonra diiz kas hiicrelerinin mekanik etkiyle birbirinden
ayrilmasini kolaylastirmak i¢cin doku 8-10 kez 14 pum’lik celik kaniil uglu 10
ml’lik plastik enjektore c¢ekilerek 1yice slispanse edildi. Ortamdaki enzim
aktivelerini inhibe etmek i¢in doku petri kabimna enzim ayrigma soliisyonunun iki
kat1 olacak sekilde 8 ml medyum eklendi. Petri kabi icerisindeki tiim sivi 15
ml’lik steril plastik tiiplere alindi ve 200 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra steril ortamda pellet iistiindeki tiim siipernatan kisim ortamdan
cekilerek uzaklastirildi. Dipte kalan pellet 10 ml medyum ile tekrar siispanse
edilerek 200 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet’in lizerindeki silipernatan kisim
atilarak ortamda diliie halde kalan ve dokuyu yikan enzimler (elastaz, kollejenaz)
tamamen uzaklastirilmis oldu. Plastik tiiplin dibinde kalan hiicre pelleti 3 ml
DMEM ile siispanse edilerek 12,5 cm®’lik doku kiiltiir flaskma transfer edildi.

Hiicre kiiltiir flask1 nemlendirilmis %5 CO, ve % 95 atmosfer havasi iceren
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inkiibatérde 37 °C’de inkiibe edildi. Primer kiltiirii yapilan VDKH’leri, 48 saat
sonra invert kontras mikroskobu altinda incelendi. Bundan sonra herhangi bir
enfeksiyonun olup olmadigmi ve hiicrelerin tutunup tutunmadigini kontrol etmek
icin hiicreler her giin rutin olarak takip edildi. Doku kiiltiir flaski {izerinde
hiicrelerin tutunmaya bagladig1 ilk giin veya hiicreler ekildikten en ge¢ 4-5 giin
sonra ortamdaki doku pargalarini ve hiicre artiklarin1 uzaklastirmak i¢in sadece bir
kez olmak {iizere hiicreler 3 ml medyumu ile yikandi. Yikanan hiicrelere 5 ml
medyum konuldu ve tekrar nemlendirilmis %5 CO, ve % 95 atmosfer havasi
iceren inkiibatorde 37 °C’de inkiibe edildi. Doku kiiltiir flask: i¢indeki medyum

bundan sonra 24-72 saat araliklarla rutin olarak degistirildi.

3.3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Tripsinizasyon)

Hiicre kiiltiir flask: iginde % 80-90 oraninda iireyen hiicreler steril kiiltiir
kabini i¢ine alindi. Hiicrelerin bulundugu hiicre kiiltiir flaskinin medyumu ¢ekildi
ve hiicreler 37 °C’ye getirilmis 5 ml kalsiyum ve magnezyum igermeyen HBSS
(0.4 g/L potasyum klorid, 0.06 g/L potasyum fosfat, 8.0 g/L sodyum klorid,
0.04788 g/L sodyum fosfat, 1.0 g/ D-glukoz igermektedir) ile 1 kez yikandi.
HBSS ortamdan uzaklastirildiktan sonra flaskin igine 5 ml 1X tripsin-EDTA
(soliisyon % 0.05 tripsin ve % 0.02 EDTA icermektedir) konuldu ve 37 °C’lik
etiivde 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra flask 2-3 defa zemine hafifce
vurularak yapismis hiicrelerin ayrilmasi saglandi. Flask icerisindeki tripsin-EDTA
soliisyonu iizerine 5 ml medyum eklendi ve hafifce calkalandi. Hiicre kiiltiir flask1
icerisindeki tiim soliisyon steril bir sekilde 15 ml’lik plastik santrifiij tiipiine
almdi. Tiip 200 g’de 5 dakika santriflij edildikten sonra siipernatan kismi atildi ve
dipte kalan pellet 1 ml medyum ile siispanse edildi. Siispanse edilen hiicrelerden
1-2 damla thoma lami lizerine damlatildi ve hiicreler 5 farkli alanda sayilarak
ortalamas1 alindi. Cikan deger 10° ile carpilip 1 ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi.
Daha sonra siispansiyon her bir flaskta 2X10> hiicre ve son hacim 5 ml medyum
olacak sekilde flasklara bolindii. Yeni kusak flasklarin medyumu 24 saat sonra

degistirildi.
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3.3.5. Hiicre Canhhginin Kontrol Edilmesi

Hiicre kiiltiir flaski igerisindeki hiicreler 2-3 ml kalsiyum ve magnezyum
icermeyen HBSS ile 1 kez yikandi. Yikanan hiicrelerin {izerine 5 ml 1X tripsin-
EDTA konularak 5 dakika 37 °C’lik etiivde tripsinize edildi. Bu siire sonunda
flask i¢ine 5 ml medyum konuldu ve tiim siispansiyon 15 ml’lik steril santrifiij
tiiptine transfer edildi. Tiip 200 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra pellet
iizerindeki silipernatan ortamdan uzaklastirildi ve dipte kalan pellet 3 ml medyum
ile siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak, 100 pl % 0.5’1ik
tripan blue ile siispanse edildi. Siispansiyondan thoma lami {izerine damlatildi ve
hiicreler mikroskopta 20X’lik biiylitmeyle incelendi. Membrani mavi boyanan

hiicreler 6lii, boyanmayan hiicreler canli olarak kabul edildi.

3.4. Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Immiinositokimyasal Karakterizasyonu

3.4.1. immiinohistokimya Preparatlar1 Uzerine Hiicrelerin Stabilizasyonu

Immiinohistokimya preparatlarinin hazirlanmasinda ticari kit kullanilds.
Bu hazir ticari kit igerisindeki fare kokenli a-diiz kas spesifik aktin antikoru diiz
kas boyamalar1 icin, fare kokenli Von Willebrand faktor antikoru endotel
boyamalar1 i¢in, antibody diliient antikor diliisyonlar1 i¢cin ve fare kdkenli horse
radish peroksidaz enzimiyle isaretli IgG2a antikoru sekonder antikor olarak

kullanildz.

Immiinhistokimya i¢in kullanilacak lamlar % 70’lik alkolden gegirildi,
distile su ile yikandi, kurutuldu ve otoklavlanarak steril hale getirildi. Lamlar
{izerine steril ortamda 2 alan isaretlendi. 25 cm”’lik hiicre kiiltiir flask1 icerisindeki
hiicreler 2-3 ml kalsiyum magnezyum icermeyen HBSS ile 1 kez yikandi. Bu
hiicrelerin iizerine 5ml 1X tripsin-EDTA konularak 5 dakika 37 °C’lik etiivde

tripsinize edildi. Siire sonunda flask i¢cine 5 ml medyum konuldu ve 200 g’de 5
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dakika santrifiij edilmek icin tiim sivi 15 ml’lik steril santrifiij tiipiine transfer
edildi. Santrifiij edildikten sonra pellet {iizerindeki siipernatan ortamdan
uzaklastirildi ve dipte kalan pellet 2 ml medyum ile siispanse edildi. Lam
iizerindeki isaretli alanlara bu siispansiyondan 100 ul konuldu. Hazirlanan lamlar
biiyiik steril petri kaplarina konularak agzi kapali olacak sekilde etiivde inkiibe
edildi. Bir giin sonra lamlar {izerindeki hiicre yogunluklar1 kontrol edildi ve
preparatlarin medyumu degistirildi. Lamlar iizerine hiicreler tamamen yiizeyi
kapladiktan ve tutunduktan sonra Tlzerilerindeki hiicre medyumu cekildi ve
kalsiyum magnezyum icermeyen HBSS ile 1 kez yikandi. Tekrar steril PBS ile
yikanan lamlar oda 1sisinda kurumaya birakildi. Lamlar iizerinde tutunan hiicre
olup olmadigini anlamak i¢in hemotoksilen eozin boyasiyla preparatlarmn bir
kismi boyandi ve hiicre dagilimlarma bakildi. Kurutulan preparatlar -20 °C’ye

kaldirildi.

Preparatlar immiinohistokimyasal analizler icin 4 gruba ayrldi.

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

vaskiiler diiz kas hiicrelerini géstermek i¢in kullanild1.
Ikinci grupta 1/500 ve 1/1000 diliisyonda Von Willebrand faktor primer
antikoru kullanilarak ortamdaki endotel hiicrelerinin olup olmadigi gdsterilmeye

calisildi.

Ugiincii grupta 1/800 ve 1/1600 diliisyonlarinda sekonder antikor olan fare
kaynakli IgG2a galisilarak izotip kontrolii yapildi.

Dérdiincti grupta kontrol igin PBS kullanilarak normal boyama kontrolii

yapild1.
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3.4.2. Immiinositokimyasal Karakterizasyonu Calisma Prosediirii

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10 X konsantre): Stok TBS tamponu
hazirlamak i¢in 60.55 g Tris ve 87.66 g NaCl tartilarak 800 ml distile su i¢cinde
¢oziildii. TBS stok soliisyonunun pH’s1 HCI ile 7.4°e ayarlandi ve final hacim
1000 ml olacak sekilde tizeri distile su ile tamamlandi. 1X TBS i¢in stok (10X )

soliisyondan 100 ml almip 1 L’ye tamamlanda.

Asagidaki c¢ahsma prosediirii  takip edilerek immiinohistokimyasal

karakterizasyon islemi yapildi.

1. Daha oOnce hazirlanmig olan preparatlar oda 1sisinda 5 dakika aseton

tanklarina konularak inkiibe edildi.

2. Aseton tanklarindan ¢ikarilan preparatlar 20 dakika oda 1sisinda

kurumaya birakilda.

3. Kurutulan preparatlar TBS ile oda 1sisinda her biri 5 dakika olmak tizere 3

kez yikandu.

4. Yikama sonrasinda preparatlar 5 dakika bloklama soliisyonuyla bloklandi.

5. Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra lamlar tizerine primer antikor

damlatilip 45 dakika beklendi.

6. Preparatlar TBS ile oda 1sisinda her biri 5 dakika olmak iizere 3 defa
yikandu.

7. Yikamadan sonra preparatlar iizerine sekonder antikor eklenip 30 dakika

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

3 defa yikand.

9. Preparatlar iizerine biyotin-HRP kompleksinden olusan enzim konularak

30 dakika sekonder antikora baglanmasi i¢in inkiibe edildi.

10. Inkiibasyondan sonra enzime &zgiin substrat olan Amino Etil Karbizol

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

11. Preparatlar bir kez daha TBS ile yikand1 ve kurutuldu. Kuruduktan sonra
kayser jelatin ile kapatilip karanlikta buz dolabinda saklandi.

12. Preparatlar mikroskop altinda incelenip fotograf filmlerine aktarild.

3.5. Kiiltiire edilmis VDKH’nin Western Blot Analizi icin Lizatlarinin

Hazirlanmasi

3.5.1. Lizis (Triton X-100) Tamponunun Hazirlanmasi

Lizis tamponu hazirlamak i¢in 200 ml 0.5 M NaF (sodyum florid), 50 ml
1 M Hepes, 50 ml 3 M NacCl (sodyum kloriir), 2 ml 0.5 M MgCl, (magnezyum
klorid), 4 ml1 0.25 M EGTA, 10 ml 0.1 M PMSF (fenilmetansulfonilflorid), 10 ml
0.1 M Na-O-Va (sodyum orto vanadat), 20 ml 0.5 M Pyrophos, 10 mg/ml’lik
leupeptin’den 1 ml, 10 mg/ml’lik aprotinin’den 1 ml, 10 mg/ml’lik pepstatin-
A’dan 100 pl, 100 ml % 10’luk gliserol ve 12 ml Triton X-100 konularak son

hacim 1 litre olacak sekilde bidistile su ilave edilerek hazirlandi.

3.5.2. PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre)

Stok PBS (10X) hazirlamak i¢in 2 g KCI, 80 g NaCl, 14.4 g Na,HPO, ve 2
g KH,PO, tartilip 800 ml bidistile su i¢inde ¢6ziildii. Stok PBS’in pH’s1 7.4’
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ayarlanarak son hacim 1 litreye tamamlanir. Kullanim esnasinda 1/10 oraninda

bidistile su ile diliie edilir.

3.5.3. VDKH Uzerine Kullanilan Aktivatorler

Anjiyotensin II

1 mg toz seklindeki Ang I 10* M olacak sekilde 9.5 ml bidistile su
icerisinde ¢ziildii ve 50 ul’lik alikotlara boliniip -20 °C’de saklandi. Ang II ile
inkiibasyon esnasinda 2 ml serum icermeyen medyum i¢ine 20 pl pipetlenerek

100 nM’lik son konsantrasyon elde edildi.

3.5.4. VDKH Uzerine Kullanilan inhibitorler

Losartan

10° M losartan hazirlamak i¢in 4.6201 mg tartilip 10 ml PBS iginde
¢ozildii ve 250 pl'lik alikotlara bolinip -20 °C’de saklandi. VDKH’nin
inhibisyonu esnasinda 2 ml serum igermeyen medyum i¢ine 20 pl pipetlenerek

10”° nM’lik son konsantrasyon elde edildi.

DPI

Karanlik ortamda toz halindeki 10 mg NAD(P)H inhibitorii olan DPI 1
mM olacak sekilde 31.7 ml DMSO i¢inde ¢oziildii ve 50 pl’lik alikotlara b liiniip
-20 °C’de karanlikta saklandi. VDKH’nin inhibisyonu esnasinda 2 ml serum
icermeyen medyum igine 20 pl pipetlenerek 10 uM’lik son konsantrasyon elde
edildi.

FTS
Toz halindeki 10 mg Ras inhibitorii FTS havayla temas etmeyecek sekilde
2.79 ml %0.1°lik DMSO’da ¢oziildii. Coziilen FTS azot gaz altinda 50 pl’lik

alikotlara béliindii ve +4 °C’de saklandi. VDKH’nin inhibisyonu esnasmnda 2 ml
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serum icermeyen medyum i¢ine 20 pl pipetlenerek 100 pM’lik son konsantrasyon

elde edildi.
3.5.5. Lizat Hazirlama Metodu

6 ile 10’uncu kusak arasindaki %80-90 oraninda konfluent olan vaskiiler
diiz kas hiicreleri her kuyucukta esit sayida hiicre olacak sekilde 6-kuyucuklu
petrilere pasajlandi. 6-kuyucuklu petriler % 80-90 yogunluga gelinceye kadar

rutin olarak beslendi.

@ % 80-90 yogunluga ulasan VDK hiicreleri medyumu ortamdan

uzaklastirildiktan sonra bir kez serum igermeyen DMEM ile yikandi.

@ 6-kuyucuklu petri i¢indeki VDK hiicreleri serum i¢cermeyen 2 ml DMEM
(pH 7,4) ile 24 saat inkiibe edildi.

@ 6-kuyucuklu petriler o an yapilacak olan deneye uygun aktivator (Ang 1)
ve inhibitorler (losartan, DPI veya FTS) ile belirli zaman periyotlarmda

inkiibe edildi.

@ Inkiibasyon siiresi bittigi zaman hiicreler buz iizerine alinarak medyumlar1

hizl1 bir sekilde pipetlenerek ortamdan uzaklastirildi.

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

2 kez yikand1 ve PBS ortamdan uzaklastirildi.

@ Hiicrelerin {izerine buz soguklugunda 200 ul lizis tamponu eklendi.

@ 6-kuyucuklu petri igerisindeki hiicreler, 6zel hiicre kaziyicis1 yardimiyla

kazind1 ve 1.5 ml’lik plastik tiiplere aktarildi.
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@ Buz icerisine konan plastik tiipler ultrasonik homojenizator ile % 70-80

giicte 10 saniye sonike edildi.

@ Sonikator yardimiyla tam olarak parcalanan hiicrelerin organel ve
membran artiklarini ortamdan uzaklastrmak icin +4 °C’de, 14000 rpm’de,

5 dakika santrifiij edildi.

@ Santrifiij sonrasi temiz silipernatan kismi western blott ve protein analizi
icin baska tuplere ayrildi. Bu tiipler bir hafta i¢inde kullanilmak tizere —20
°C’de saklandh.

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

Bradford protein 6l¢iim yonteminin temeli, Coomassie Brilliant Blue G-
250 boyasinin ii¢ formu arasindaki dengeye dayanir. Kuvvetli asidik ortamda bu
boya iki defa protonlanmis, ¢ok stabil ve kirmizi renkli bir formda bulunur. Boya
proteine baglandiktan sonra protonlarini kaybederek stabil ve mavi renkli bir
forma doniigiir. Olusan bu mavi rengin 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak okunmas1 Bradford protein 6l¢lim yonteminin temelini olusturur.

Protein
Kirmizi <) Yegi] G \gy] <GP \avi-Protein

(470nm) H'  (650nm) H' (590 nm) (590nm)

3.6.2. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Standart Grafigin Hazirlanmasi

Protein standart grafiginin ¢izilmesinde kitin i¢inde hazir olarak verilen

1.34 mg/ml’lik Bovine Gamma Globulin kullanildi. Stok soliisyonu — 20 °C de
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saklandi. Bu stok soliisyondan 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 1.5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml
ve 20 pg/ml’lik diliisyonlar hazirlanarak protein standart grafigi ¢izildi.

Protein Olglimii i¢in kitin i¢inde hazir olarak verilen konsantre boya
reaktifi kullanmildi. 450 ml’lik boya reaktifi i¢cinde Coomassie Brilliant Blue,

fosforik asit ve metanol bulunmaktadir.

Protein standartlarinin 6l¢iimii i¢cin 48- kuyucuklu petrilere 300 pl standart
ve 75 ul boya reaktifi pipetlenerek karistirildi. 48-kuyucuklu petriler oda 1sisinda
5 dakika inkiibe edildikten sonra bir saat i¢inde reaktif koriine kars1 595 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak okundu. Protein standartlari ¢ift olarak caligildi
ve elde edilen sonuclarin ortalamalar1 alindi. Okunan absorbans degerlerine gore
konsantrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3.6.1). Elde edilen denklem yardimiyla protein

sonuglar1 pg/ml olarak hesaplandi.

Protein Standart Grafigi
04 1
0,3 4
[72]
c
©
2
8 0,2
< y =0,0144x + 0,0766
0,1 < R? =0,9938
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon(p.g/ml)

Sekil 3.6.1.: Protein Standart Grafigi

3.6.3. Numunelerin Protein Miktarinin Tayini

VDKH Kkiiltiirlerinden uygun inkiibasyonlar sonucu hazirlanan lizatlarin

protein konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Hazirlanan her bir lizattan 15 pl alinip lizerine
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285 ul bidistile su konuldu ve karistirildi. Bu sekilde numune 1/20 oraninda diliie
edildi. Bu diliisyonun iizerine 75 pl konsantre boya reaktifi pipetlendi. Hazirlanan
numuneler iyice ¢alkalandiktan sonra oda 1sinda 5 dakika inkiibe edildi ve bir saat
icinde reaktif koriine karsi 595 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiildii.
Numuneler ¢ift calisildi ve elde edilen absorbanslarin ortalamalar1 alindi. Elde
edilen absorbans degerleri, standart grafiginin yardimi ile Orneklerin

mililitresindeki mikrogram protein miktarinin tayininde kullanildi.

3.7. p38 MAPK Fosforilasyonunun SDS-PAGE ve Western Immiinoblot

Analizi

Rat aortik diiz kas hiicre kiiltiirlerinde uygun siire ve konsantrasyonlarda
Ang Il uyarimi sonrasmda MAPK fosforilasyonunu gostermek ve bu
fosforilasyon tizerine AT, reseptor blokorii losartan, NAD(P)H oksidaz inhibitorii

DPI ve Ras blokdrii FTS nin roliinii saptamak i¢in western blot teknigi uygulandi.

3.7.1. SDS-PAGE Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Akrilamid — Bisakrilamid Soliisyonu: 30 g akrilamid ve 0,8 g
bisakrilamid tartilarak 100 ml bidistile su i¢inde ¢6ziildii.

Ayrisma jeli tamponunu (resolving buffer; 1.5 M Tris, pH 8.8): 9.085 g
Tris tartildi ve 20 ml bidistile su i¢inde ¢6ziildii. Tamponun pH’s1 1.5 M HCl ile
8.8’¢ ayarland1 ve final hacim bidistile su ile 50 ml’ye tamamlandi. 0.2 g SDS

tartilarak ayrisma jeli tamponunun icinde ¢oziildii. Soliisyon +4 °C’de sakland.

Yiikleme jeli tamponu (stacking buffer; 0.5 M Tris, pH 6.8): 6.05 g
Tris tartild1 ve 40 ml distile su i¢cinde ¢oziildii. Tamponun pH’s1 IN HCl ile 8.8’¢
ayarlandi. 0.4 g SDS tartilarak yiikleme jeli tamponunun i¢inde ¢6ziildii. Soliisyon
+4 °C’de saklandiginda 1 ay stabildir.

47



Amonyum persiilfat (%10; APS): 0.5 g amonyum persiilfat tartilarak 5
ml bidistile su icinde ¢oziildii. Hazirlanan % 10’luk APS 500 ul’lik alikotlara

ayrilarak — 20 °C’de saklandh.

TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin): Hazir soliisyon olarak

satin alman TEMED amonyum persiilfattan serbest radikaller olusmasini ve

akrilamid ile bis akrilamidin polimerizasyonunu saglamak i¢in kullanildi.

3.7.2. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, % 10’luk ayrisma ve % 5’lik yiikleme kisimlarindan olusan
iki farkl akrilamid jel kullanildi. Bu iki farkli jel Tablo 3.7.1. de belirtilen sekilde

hazirlandi.

Tablo 3.7.1. : Ayrisma ve yiikleme jeli tamponlarimin miktarlari.

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

Jelin Dokiilmesi Islemi

I- Jelin dokiilecegi camlar distile su ile yikandiktan sonra % 70’lik

alkolden gecirildi ve kurutuldu.

2- Ince &n ve kalm arka cam uygun sekilde birlestirildi ve kiskaglar yardimi

ile sikistirildi.
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3-

Camlar jel dokme aparatina dikey olarak yerlestirildi ve {isteki mandala
tutturularak 1iyice sikistirildi. Camlar arasmna distile su pipetlenerek

camlarm sizdirip sizdirmadigi kontrol edildi.

Camlar arasindaki su dokiilerek camlar kurutma kagidiyla kurutuldu.

Tablo 3.7.1°deki miktarlarda ayrigma jelinin ilk 3 soliisyonu karistirildi
ve 5 dakika beklendi. Siire bitiminde ilk 6nce APS ve sonra TEMED
eklenerek jel alt iist edildi. Jel hizli bir sekilde camlar arasina iistten 1.5
cm kalacak sekilde pipetlendi. TEMED polimerizasyon baslangicinda

onemli bir rol oynadigindan jel karigima en son eklendi.

Jelin tizerindeki bos birakilan kisma yavas yavas distile su pipetlendi. Bu

sekilde jel st ylizeyinin diizglin olmasi saglandi.

Oda 1s1s1nda jelin donmasi i¢in 60 dakika beklendi. Bu siire bitmeden 20
dakika once yiikleme jelinin (iist jel) tablo 3.7.1.’de belirtilen ilk 3
soliisyonu karistirildi. Siire sonunda alt jelin lizerindeki distile su
bosaltild1 ve kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra iki cam arasma 10

kuyucuklu tarak yerlestirildi.

Yikleme jelin ilk {i¢ soliisyonu karistirildiktan 15-25 dakika sonra
karistma APS ve TEMED eklendi. Hizli bir sekilde karistirilarak iki cam

plak arasina taraklarin iginde hava kalmayacak sekilde pipetlendi.

Yiikleme jelinin donmasi i¢in oda 1sisinda 20-30 dakika beklendi. Jel
tamamen donduktan sonra camlar kiskaglarin igerisinden ¢ikarildi.

Camlar tizerindeki jel artiklar1 temiz bir kagit pecete ile silindi.
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10- Camlar elektroforez i¢in cihaza yerlestirildi ve cihazin kiskaglari
kapitilarak camlarin saglam bir sekilde durmasi saglandi. Uzerinde
pozitif ve negatif kutuplarin bulundugu elektroforez cihazi elektroforez

tankina yerlestirildi.

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

Soliisyon)

15 g Tris, 72 g Glisin ve 5 g SDS tartilip 1000 ml distile su i¢inde
¢oziildii. Calisma esnasinda bu stok soliisyon 1/5 (180 ml stok soliisyonu / 720 ml
bidistile su) oraninda diliie edilerek elektroforez tanki igerisine yavas bir sekilde

bosaltild1.

3.7.4. Elektroforez Yapilacak Numunelerin Hazirlanmasi

Numune Tamponu (Loading Dye, Laemli, 5X konsantre): 10 ml
gliserol, 10 ml % 10 SDS, 1,25 ml 1 M pH 6.8 Tris, 7.5 ml B-merkaptoetanol ve
brom fenol blue karistirilip 50 ml distile suya tamamlandi. Hazirlanan Laemli

tamponu numune ile 1/5 oraninda diliie edilir.

Elektroforeze Konacak Orneklerin Hazirlanmasi

m Daha Once protein miktarlar1 tayin edilmis lizatlardan her bir kuyucuga
yiiklenen 25 pl igerisinde 5-15 pg protein ve toplam voliim 60 pl olacak

sekilde temiz ependorflara pipetlendi.

= Numuneler lizis tamponu ile 60 pl'ye tamamlandi. Uzerine 15 pl 5X laemli

numune tamponu pipetlendi ve numuneler boya ile iyice karistirildi.

m Hazirlanan numuneler 5 dakika kaynayan suda inkiibe edildi.
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3.7.5. Elektroforez Isleminin Yapilmasi

m Calisma tamponu ile doldurulmus elektroforez tanki igerisinde bulunan
camlarin arasindaki taraklar ¢ikartildi.

m  Kuyucuklara ince uglu enjektor ile hava enjekte edildi. Bu sekilde kuyucuklar
jel kalmtilarindan temizlendi.

m ik kuyucuga molekiil agirliklar1 bilinen proteinlerden olusan 5 pl protein
standart1 pipetlendi.

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

m  Numunelerin yiliklenmesi tamamlandiktan sonra uygun kutuplar baglanarak
tankin kapagi kapatildi. Tank gili¢ kaynagina baglandi. Akim 80 V, 65 mA

olacak sekilde numuneler elekroforez ile yiirtitiildii.

m  Yaklasik 2 saat sonra yiikleme boyasi jelden ¢iktiginda elektroforez islemi
sona erdirildi.

m Jelin icinde bulundugu camlar dikkatlice birbirlerinden ayrildi.

m  Yikleme jeli ile yiiriitme jeli arasindaki ¢izgiden jel kesilerek yiikleme jeli
atildi

m  Genis bir kaba buz soguklugundaki blotting tamponu konuldu. Proteinleri
iceren aymrma jelinin dort tarafi camlardan hafifce kaldirildi. Jelin iizerinde
bulunan cam blotlama tamponu icine jel alta gelecek sekilde daldirilarak jelin

camdan ayrilmasi saglandu.

3.7.6. Elektroforez Jelinin Membrana Aktarilmasi

Blotlama Tamponu (Bloting Buffer 1 L, 10X stok soliisyon): 12,11 g
Tris, 30 g Glisin, 1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA) tartildi ve 1 L distile
suda ¢oziildii. Kullanim esnasinda 10X tampon 1X haline doniistiiriiliirken % 10
metanol eklendi. Metanol transfer sirasinda membranin sigsmesi ve yapisan

proteinlerin korunabilmesi i¢in gereklidir.
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Blotlama isleminin Asamalar

1. Jelin i¢inde bulundugu buz soguklugundaki blotting tamponu igerisine
nitroseliiloz membran, kurutma kagitlar1 ve siingerler konuldu. Iyice

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

2. Blotlama aparatinin arasina en alta transfer tamponu ile doyurulmus siinger
konuldu. Blotlama aparatinin alt kism1 (siyah taraf) negatif u¢ olarak kabul

edildi.

3. Siingerin iizerine blotlama tamponu ile doyurulan 2 adet kurutma kagidi

konuldu.

4. Jel kurutma kagidinin iizerine alt-list kisimlarina dikkat edilerek yerlestirildi

ve diger iki kurutma kagidinin tizerine konuldu.

5. Jelin lizerini kaplayacak sekilde nitroseliiloz membran yerlestirildi.

6. Membranin lizerine 3 adet blotlama tamponu ile doyurulan kurutma kagidi

konuldu.

7. Kurutma kagitlarinin lizerine blotlama tamponu ile doyurulan bir siinger daha
konuldu ve bos bir tiip sandvi¢ i¢indeki hava kabarciklarini almak i¢in silindir
seklinde siingerin tizerinden geg¢irildi. Sandvi¢ aparati tizerinden sikistirilarak

kapatildi.

8. Hazirlanan sandvigin kutuplar1 ayn1 yere gelecek sekilde elektroforez tankina

yerlestirildi ve tank blotlama tamponu ile dolduruldu.
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9. Blotlama oda 1sisinda 200 mA’de magnetik balikk ve magnetik karistirict
yardimiyla karistirilarak yapildi. Her 30 dakika bir tankin 1smnmasimni
engellemek i¢in buz kab1 degistirildi.

10. 60-90 dakika sonra sandvi¢ tanktan ¢ikartildi ve membranlar TBS ig¢ine

konularak yikandi.

3.7.7. Membranlarin Antikor ile Isaretlenmesi

TBS Stok Soliisyon (Tris Buffer Salin, 10X): 60.55 g Tris ve 87.66 g
NaCl 800 ml bidistile suda ¢oziindiikten sonra pH, HCI ile 7.4’e ayarlandi. Son
hacim 1000 ml olacak sekilde iizeri bidistile su ile tamamlandi. Calisma esnasinda

TBS stok soliisyondan (10X ) 100 ml almip 1 L’ye tamamlandi.

TBST (1X): TBS stok soliisyondan (10X) 100 ml almip 1 L’ye

tamamlandi. Bu soliisyon i¢ine 1 ml Tween-20 eklendi ve iyice karistirildi.

Bloklama Cazeltisi (% 5’ lik Siit Tozu): %5’lik bloklama ¢ozeltisi i¢in
0,5 g yagsiz siit tozu tartilarak 10 ml TBST igerisinde ¢oziildii. Soliisyon magnetik

karistiricida karistirilarak tam olarak ¢oziinmesi saglandu.

Fosfo- p38 MAPK Primer Antikoru: Primer antikor -20 °C’de saklandi.
Deney esnasinda 1:2000 diliisyon kullanildi. 10 ml TBS i¢inde 0,5 g yagsiz siit

tozu ¢oziindii ve 5 pl primer antikor eklendi.

HRP (Horse-Radish Peroxydase) konjuge a-mouse Sekonder
Antikoru: Enzim isaretli, tavsan kokenli sekonder antikor +4 °C’de saklandh.
1:2000 oraninda diliie edilerek kullanildi. 10 ml TBS i¢inde 0,5 g yagsiz siit tozu

¢oziildii ve 5 pl primer antikor eklendi.
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ECL (Enhanced Chemiluminescence): ECL-1 ve ECL-2 olmak {izere kit

icinde hazir olarak bulunan kromojenik soliisyon ¢alisma esnasinda 1/1 oraninda

karistirilarak kullanildi.

Membranlar1 Antikorlarla isaretleme Prosediirii

Membran TBS ile 2-3 defa yikandiktan sonra temiz ve membranin

sigabilecegi biiyiikliikte bir petri kabinda alindi.

Membranm iistiinii ortecek sekilde bloklama ¢ozeltisi ilave edildi ve 1 saat

oda 1s1sinda ¢alkalayici tizerinde inkiibe edildi.

Membran 10’ar dakika TBST ile 3 kez yikandi. Bu arada fosfo-p38 MAPK

antikoru hazirland..

Gece boyunca membranlar fosfo-p38 MAPK primer antikoru ile +4 °C’de
hafif¢e ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Antikoru iceren ¢ozelti inkiibasyondan sonra dokiildii ve membranlar 10’ar
dakika 3 kez TBST ile hafif¢e calkalanarak yikandi. Bu sekilde zayif olarak
baglanan ve baglanamamis antikorlarin membran iizerinden temizlenmesi

saglandu.

TBST ortamdan uzaklastirildiktan sonra HRP isaretli sekonder antikor ile

membranlar 1 saat boyunca ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Bu siire sonunda membranlar tekrar TBST ile 10’ar dakikada 3 kez yikanarak

bagli olmayan sekonder antikorlar ortamdan uzaklastirilmis oldu.
Yikama islemi sonunda membranlar {izerindeki yikama soliisyonu ortamdan

uzaklastirildi. Membranlar pens yardimiyla alindi ve iizerindeki soliisyon

temiz bir kurutma kagidina emdirildi.
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m  Membranlar hizli bir sekilde temiz ve diizglin bir yiizeye yerlestirildi.
Membranlarin iizerine ECL-1 ve ECL-2 1/1 oraninda karistirilarak tiim yiizeyi
kaplayacak sekilde hafif¢e pipetlendi. Membranlar bu sekilde 3 dakika
bekletildi.

m Membran {izerindeki ECL silirenin sonunda temiz bir kurutma kagidina

emdirildi. Membranlar hizl1 bir sekilde naylon stre¢ film iizerine yerlestirildi.

m  Membranin iizeri de stre¢ film ile kaplandiktan sonra membran film kasetinin

icerisine bantlandi.

m Kaset hizli bir sekilde karanlik odada gotiirtildii.

3.7.8. Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarilmasi

Kemiliiminesans sinyallerin aktarilmasinda yiiksek afiniteli film kullanild:
(Hyperfilm). Developer, total hacim 500 ml olmak tizere 1/10 oraninda diliie
edilerek kullanildi. Fiksatifte ayn1 sekilde total hacim 500 ml olmak tizere 1/10
oraninda diliie edilerek kullanildi.

Membrandaki Sinyalleri Filme Aktarma islemleri

m Karanlik odaya goétiiriilen kasetteki membranlarin iizerine karanlikta film

konuldu ve kasetin kapagi iyice kapatildi.

m  Membrandaki sinyallerin filme ge¢cmesi i¢in 5 dakika beklendi. Bu arada

developer ve fiksatif 20 x 30 cm’lik taban1 diizgiin plastik kaplara bosaltildi.

55



m 5 Dakika sonunda kaset agildi ve membran {lizerindeki film karanlik ortamda
developer’in i¢ine konuldu. Filmin iizerinde sinyaller goriiniinceye kadar

hafif¢e sallandu.

m  Sinyaller goriiniince film hizli bir sekilde developer i¢cinden alinarak fiksatif

icerisine konuldu.

m  Film tam olarak fikse olduktan sonra fiksatiften ¢ikarilarak distile su igerisine
konuldu. Film distile suda 1yice yikandiktan sonra kurumasi i¢in temiz bir yere

asildi.

Filmler {zerindeki sinyaller membranlardaki protein standartlari ile

karsilastirilarak degerlendirildi.

3.7.9. Sinyallerin Grafik Haline Doniistiiriilmesi

Filme aktarilan sinyaller tarayici ile taranarak bilgisayar ortamina alindi.

Bilgisayar ortaminda Windows XP isletim sisteminde calisan Igidoc 1000

programu ile grafik haline doniistiiriildii. Kontrol bandin yogunlugu 100 birim

kabul edildi ve her grupta diger bandlar 100 birim iizerinden degerlendirildi.
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BULGULAR

4.1. VDK Hiicrelerinin Immiinohistokimyasal Olarak Tanimlanmasi

Rat aortasindan izole edilen ve primer kiiltiirli yapilan hiicrelerinin, vaskiiler
diiz kas hiicresi oldugunu gosterebilmek amaci ile hazirlanan preperatlara
immiinohistokimya yapildi. immiinohistokimya teknigi, izole edilip primer hiicre
kiiltiiri ortamina aktarilan hiicrelere ikinci kusak sonunda uygulandi. Primer
kiiltiire aktarilan hiicreler lamlar iizerinde {retildi ve immunohistokimyasal

karakterizasyon i¢in uygun preparatlar haline getirildi.

Hazirlanan immiino preparatlar 4 gruba ayrilarak ¢alisild.

1- Kontrol Grubu: Yapilan Immiinohistokimyasal analizler icin kontrol
amach olarak kullanildi. Bu gruplarinda boyama olmamasi boyamalarin primer

antikora spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.1.1-1).

2- izotip Kontrolii: Bu grup boyanmalarin sekonder antikordan kaynaklanip
kaynaklanmadigint gostermek amaciyla kullanildi. Preparatlarda boyama
olmamas1 boyanmalarin primer antikora spesifik oldugunu ve sekonder antikordan

kaynaklanan boyamanin olmadigini gdsterdi (Sekil 4.1.1-2).

3- a-Aktin Grubu: Yapilan preperatlarda vaskiiler diiz kas hiicrelerini
gosterebilmek i¢in diiz kas hiicrelerinin a-aktin’leri, VDK hiicrelerine spesifik o-
aktin primer antikoru ile boyandi. Preparattaki kirmizi boyali alanlar o-aktin’e
spesifik diiz kas hiicrelerini gostermektedir (Sekil 4.1.1-3). Sekil 4.1.1-3deki bu
boyamalar izole edip iirettigimiz hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiicresi oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.1.1.: Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin immiinohistokimyasal Olarak Tanimlanmasi. 1,
kontrol gruplarmi; 2, izotip kontroliinii; 3, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin o-
aktin’lerini; 4, endotel hiicrelerinin von willebrand faktér boyamalarini

gostermektedir. Boyali alanlar kirmizi renkli gériinmektedir.

4- Von Willebrand Faktor Grubu. Rat aortasindan izole edilerek primer
hiicre kiiltiirii ortamma aktarilan hiicrelerde endotel hiicresi bulunup
bulunmadigint gostermek amaciyla, Von Willebrand Faktoriine karsi primer
antikoru kullanilarak hiicreler boyandi. Preparatlarda kirmizi boyali alanlarin
varlig1 ortamda endotel hiicresi bulundugunu gosterir. Sekil 4.1.1-4’te kirmuzi
boyal1 alanlarin olmayisi izole edilen hiicrelerde endotel hiicresi bulunmadigini

gostermektedir.
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4.2. Kiiltiire Edilmis Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinin Canhihk Orani

Primer kiiltiirii yapilan vaskiiler diiz kas hiicrelerine western blot i¢in lizat
hazirlamadan once hiicre canlilig1 testleri uygulandi. Kiiltiire edilen hiicrelerin %
99’nun canl hiicreler oldugu tespit edildi. Hiicre cevaplarinin standardize etmek

acisindan tiretilen hiicrelerin 3-8 pasajlar1 deney asamasina alindi.

4.3. p38 MAPK Fosforilasyonunun Western Blot ile Gosterilmesi

4.3.1. VDK Hiicrelerinde Ang Il Uyarimi sonucunda Konsantrasyon Bagimh
Sekilde p38 MAP Kinaz Fosforilasyonu

Primer olarak kiiltiire edilen VDK hiicrelerinde Ang [I’nin, p38 MAPK’1
aktive eden en iyi konsantrasyonunu bulabilmek i¢in 6 kuyucuklu petri kabi
igerisindeki hiicre kiiltiirleri 0.1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM ve 1000 nM olmak
iizere bes farkli Ang II konsantrasyonu ile 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda hiicre lizatlar1 hazirland1 ve protein miktarlar1 61¢iildii. Her kuyucuga esit
miktarda protein diisecek sekilde western blot yapilarak p38 MAPK
aktivasyonlar1 incelendi. Western blot sonugunda kontrol gruplarma goére 100
nM’a kadar konsantrasyon artisiyla birlikte fosforilasyon artis1 da saptandi. 10,
100 ve 1000 nM konsantrasyonlardaki fosforilasyon artiglar1 birbirine yakin
olmasina ragmen p38 MAPK’m en iyi aktive eden konsantrasyon 100 nM olarak
bulundu (S$ekil 4.3.1.A). Bu sonuglar Ang II’'nin, VDK hiicrelerini doza bagimli
bir sekilde aktive ettigini gostermektedir. MAPK aktivasyonunu veya
inhibisyonunu gdstermek amaciyla yapilan tiim deneylerin western blot sonuclar1
5 tekrar olarak calisildi. Elde edilen western blot sonuglarinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in bant yogunluklarinin dansitometrik analizi yapilarak grafik

ortamina aktarildi (Sekil 4.3.1.B).
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p38 Fosforilasyonundaki Goreceli
Artiglar

140 ~
120 +
100 +
80 ~
60 -
40 - I
20 ~
o B E

Kontrol 0,1 nM 1nM 10 nM 100nM 1000 nM

Ang Il Konsantrasyonlari

Sekil 4.3.1.: Ang II’nin farkh konsantrasyonlarinin VDKH’lerinde p38 MAPK iizerine etKkisi.
VDKH kiiltiirleri Ang II'nin 0.1, 1, 10, 100 ve 1000 nM konsantrasyonlarinda inkiibe
edildi ve p38 MAPK aktivasyonlar1 incelendi. A. p38 MAPK fosforilasyonunun
western blot analizi gdsterilmistir. B. Bu p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel
olarak gosterilmesi. 100 nM Ang II konsantrasyonunun p38 MAPK’1 en yiiksek

noktada fosforile ettigi gdzlemlendi.

4.3.2. Ang I’nin VDK Hiicrelerinde Siire Bagimh Sekilde p38 MAP Kinaz

Fosforilasyonu

Ang II’'nin en iyi p38 MAP kinaz aktivasyon siiresini belirlemek igin
hiicreler, 100 nM Ang IT ile 2, 5, 10, 15 ve 30 dakika olmak tizere 5 farkli siirede
aktive edildi. Aktivasyon sonunda hiicre lizatlar1 hazirland1 ve protein miktarlar1

Ol¢iildii. Her kuyucuga esit miktarda protein diisecek sekilde western blot analizi
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Sekil 4.3.2.: Ang II’nin VDKH Kkiiltiirlerinde farkh siirelerde p38 MAPK aktivasyonlari.
Hiicreler 100 nM Ang II ile yukaridaki siirelerde inkiibe edildi ve p38 MAPK
fosforilasyonlar1 incelendi. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi.
B. p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmesi. VDKH
kiiltiirlerinde 100 nM Ang II’nin 5. dakikada p38 MAPK’1 maksimum fosforile

ettigi gdzlemlendi.

yapilarak p38 MAPK aktivasyonlar1 incelendi (Sekil 4.3.2.A). Kontrol grubunda
bazal seviyede aktivasyon olurken 2 ve 5. dakikalarda aktivasyon artis1 saptandi.
5. dakikada maksimum seviyeye ¢ikan aktivasyon sonra giderek azaldi ve 30.
dakikada bazal seviyedekine yakin bir diizeye geldi. Bu western blot sonuglari
100 nM Ang II’nin p38 MAPK’y1 5. dakika maksimum aktive ettigini gosterdi
(Sekil 4.3.2.A). Sekil 4.3.2.B’de western blot sonuglarinin grafige aktarilmis hali
gosterilmistir. Bu asamadan sonra yapilan western blot deneylerinde Ang II 100

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

Kinaz Fosforilasyonu

Calismanin bu asamasinda Ang II’nin MAP kinaz ailesinin bir {iyesi olan
p38 MAPK’1 fosforile eden sinyallerinin AT; reseptorii lizerinden gergeklestigi
gostermek i¢in AT, reseptor antagonisti olan losartan kullanildi. Kiiltiire edilmis
VDKH’leri, literatiirdeki verilere uygun olarak 10 dakika siire ile 10° M losartan
ile inkiibe edildi.

Elde edilen western blot sonuclarmma gore birinci band higbir uyarim
olmadan lizis edilen ve kontrol olarak kullanilan VDKHlerini gostermektedir. Bu
bantta bazal diizeyde bir fosforilasyon gdzlendi. Ikinci bantta VDKH Kkiiltiirleri
100 nM Ang 11 ile 5 dakika uyarildi. Bu konsantrasyon ve siirede p38 MAPK’da
cok giiclii bir fosforilasyon gerceklestigi gosterildi. Ugiincii bantta VDKH
kiiltiirleri 10° M, 10 dakika losartan ile inkiibe edildi. Bu hiicreler Ang II ile
aktive edilmedi. Bu bantta da bazal diizeyde bir gergeklestigi gosterildi. p38
MAPK fosforilasyonunun gergeklesmesi icin Ang II aktivasyonunun gerekli
oldugu goriildii. Dérdiincii bantta VDKH kiiltiirleri yine 10° M, 10 dakika
losartan ile inkiibe edildi ve ardindan hiicreler Ang II ile uyarildi. Hiicrelerde Ang
I uyarim: oldugu halde AT; reseptorii inhibe edildigi i¢in p38 MAPK
fosforilasyonunun gergeklesmedigi ve kontrol seviyesinde kaldig1 saptandi (Sekil

43.3.A).

Elde edilen bu western blot sonuclarina gére VDKH’lerinde Ang II
uyarimindan sonra p38 MAPK fosforilasyonu AT; reseptorii {lizerinden
gerceklesmektedir. Losartan 10° M konsantrasyonda ve 10 dakika boyunca
uygulandiginda AT, reseptoriinii etkili bir sekilde bloke etmektedir. Sekil 4.3.3.B

de western blot sonug¢larinin grafige aktarilmis hali gosterilmektedir.

62



&

% 140 -
%

< 120
o

b

£ 100 -
(O]

£ 80
S

5 60-
c

]

2

2 407
S

"g 20 -
w

2 0 —1 — ‘ /
a

Kontrol Ang |l Los Ang Il + Los

Sekil 4.3.3.: VDKH Kkiiltiirlerinde AT, reseptoriiniin rolii. VDKH kiiltiirlerinde higbir
aktivasyon ve inhibisyonun olmadig1 alan kontrol olarak kabul edildi. 2. alanda
hiicreler 100 nm Ang II ile uyarildi ve p38 MAPK fosforilasyonu izlendi. 3. alanda
hiicreler 10 dakika 10 M losartan ile inkiibe edildi ve Ang II uyarimi yapilmadi. 4.
alanda hiicreler 10 dakika 10 M losartan ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang
IT ile 5 dakika uyarildi. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi
gosterilmistir. B. p38 MAPK fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir.

4.3.4. Ang I’nin VDK Hiicrelerinde MAPKKK Uzerinden p38 MAP Kinaz
Fosforilasyonu
VDKH kiiltiirlerinde Ang II’nin AT, reseptorii lizerinden aktive olan G

proteinleri iizerinden Ras araciligiyla MAPKK {izerinden p38 MAPK aktivasyonu
incelendi (Sekil 4.3.4).
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Sekil 4.3.4.:

VDKH Kkiiltiirlerinde p38 MAPK aktivasyonunda Ras’in rolii. A. p38 MAPK
fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir. Yukarida goriilen birinci band
kontrol olarak kabul edildi. Ikinci band da hiicreler 100 nM Ang 1II ile 5 dakika
uyarildi. Ugiincii band da VDKH Kkiiltiirleri 12 saat DMSO ile inkiibe edildi.
Dérdiincii band da hiicreler 12 saat DMSO ile inkiibe edildikten sonra 100 nM Ang
T ile 5 dakika uyarildi. Besinci banda da hiicreler yalnizca Ras inhibitorii FTS ile 10
uM konsantrasyonda 12 saat inkiibe edildi. Altinc1 band da hiicreler 10 uM, 12 saat
RAS inhibitorii FTS ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang II uyarildi. Ortamda
bulunan RAS inhibitérii FTS, 10 uM konsantrasyonda ve 12 saat siirede Ang II
uyarimli p38 MAPK aktivasyonunu tamamen baskiladi. B. p38 MAPK

fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir.

Western blot’ta goriilen birinci band kontrol olup ikinci bantta hiicreler

100 nM Ang II ile 5 dakika uyarild1 ve kontrole gore artmis seviyede p38 MAPK

aktivasyonu goriildii.

Deneyde kullanilan Ras inhibitéric FTS, DMSO i¢inde ¢6ziindiiglinden,
DMSO’nun etkisini gdzlemek i¢in tigiincii bantta VDKH Kkiiltiirleri 12 saat DMSO
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ile inkiibe edildi. Ang II uyarimi olmadig1 icin MAPK aktivasyonunda bir artis

saptanmadi.

Dérdiincii bantta hiicreler 12 saat DMSO ile inkiibe edildikten sonra 100
nM Ang II ile 5 dakika uyarildi. Ortamda Ang II oldugu ve DMSO’nun hiicre
kiiltiirlerinde herhangi bir aktivator veya inhibitor etkisi olmadigi i¢in p38 MAPK

aktivasyonu gorildi.

Besinci bantta hiicreler yalnizca Ras inhibitérit FTS ile 10 uM
konsantrasyonda 12 saat inkiibe edildi. Ras inhibe olsa dahi ortamda bir aktivator

olmadig1 i¢in p38 MAPK fosforilasyonunda bir artis goriilmedi.

Altinci bantta hiicreler 10 uM, 12 saat Ras inhibit6rii FTS ile inkiibe edildi
ve ardindan 100 nM Ang II uyarildi. Ortamda bulunan Ras inhibitorii FTS, 10 uM
konsantrasyonda ve 12 saat siirede Ang Il uyarimh p38 MAPK aktivasyonunu
tamamen baskiladi. Sekil 4.3.4.B’de western blot sonuclarinin grafige aktarilmis

hali gosterilmistir.

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

MAP Kinaz Fosforilasyonu

VDKH kiiltiirlerinde Ang II’nin AT1 reseptorii tizerinden NADH/NADPH
oksidaz araciligla p38 MAPK aktivasyonu incelendi (Sekil 4.3.5.A).

Western blot sonuglarmin gosterildigi birinci bantta VDKH kiiltiirleri

herhangi bir aktivator veya inhibitor ile uyarilmadi ve kontrol olarak kullanild1.

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

aktivitesinde Ang II uyarimindan kaynaklanan biiyiik bir artis saptandi.
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Sekil 4.3.5.: VDKH Kkiiltiirlerinde p38 MAPK aktivasyonunda NADH/NADPH oksidaz’in
rolii. A. p38 MAPK fosforilasyonunun western blot analizi gosterilmistir. Birinci
alan kontrol olarak kullanildi. Ikinci alanda ise hiicreler 100 nM Ang Il ile 5 dakika
uyarildi. Ugiincii alanda hiicreler NADH/NADPH oksidaz inhibitérii DPI’m iginde
¢ozlindiigi DMSO ile 30 dakika inkiibe edildi. Dordiincii alanda ise hiicreler iigiincii
alandan farkli olarak Ang II ile uyarildi. Besinci alanda goriilen VDK hiicreleri 20
puM, 30 dakika NADH/NADPH oksidaz inhibitdrii DPI ile inkiibe edildi. Altinci
alanda VDKH kiiltiirleri 20 uM, 30 dakika NADH/NADPH oksidaz inhibitérii DPI
ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang II uyarildi. B. p38 MAPK

fosforilasyonunun grafiksel olarak gosterilmistir.

Uciincii bantta hiicreler NADH/NADPH oksidaz inhibitorii DPI’1n icinde
¢oziindliigi DMSO ile 30 dakika inkiibe edildi. Ortamda Ang II aktivasyonu

olmadigi i¢in kontrol seviyesinde bir fosforilasyon saptandi.

Dordiincli bantta ise hiicreler tiglincii alandan farkli olarak Ang II ile
uyarildi ve kontrol gruplarma goére Ang II uyarimindan kaynaklanan bir
aktivasyon goriilldi. Bu sayede ortamda DMSO kaynaklanan herhangi bir

inhibisyon veya aktivasyon olmadigi gosterildi.
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Besinci bantta goriilen VDK hiicreleri 20 uM, 30 dakika NADH/NADPH
oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibe edildi. Ang II’den kaynaklanan bir aktivasyon

olmadig1 i¢in fosforilasyon gozlenmedi.

Altinct bantta VDKH kiiltiirleri 20 pM, 30 dakika NADH/NADPH
oksidaz inhibitorii DPI ile inkiibe edildi ve ardindan 100 nM Ang II uyarildi.
NADH/NADPH oksidaz inhibitérii DPI, 20 uM konsantrasyonda ve 30 dakika
siirede Ang II uyarimli p38 MAPK fosforilasyonunu tamamen baskilamamasina
karsin bir fosforilasyon diisiisii saptandi. Sekil 4.3.5.B’de western blott

sonuglarinin grafige aktarilmis hali gosterilmistir.
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TARTISMA

Gliglii bir damar kasict ajan olan Ang II, vaskiiler diiz kas hiicreleri
iizerinde bircok etkileri olan c¢ok fonksiyonlu bir peptiddir. Bu peptid kan
basincinin, sodyum ve su dengesini, ndronal fonksiyonlar1 ve nérohumoral sistemi
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (1,2). Ayrica Ang II, damar duvarmin yapisal
ve fonksiyonel biitlinliigiiniin kontroliinde temel rol oynamaktadir (1). Son
yillarda yapilan birgok calismada bu peptidin hipertansiyon’un yanisira
ateroskleroz, miyokard infarktiisii, vaskiiler ve miyokardiyal yeniden diizenlenme
ile konjestif kalp yetmezliginin gelismesinde de rol oynadig1 gosterildi (2). Ang 11
sinyal iletim yollarmin incelenmesi bu kardiyovaskiiler hastaliklarin altinda yatan
temel mekanizmalarin anlagilmasi i¢in gereklidir. Kardiyovaskiiler hastaliklarda
p38 MAPK ’1n oksidatif stres ile yonlendiriliyor olmasi ve oksidatif stresin bu tiir
hastaliklardaki rolii nedeniyle; calismamizda Ang II uyarimli p38 MAPK
aktivasyonunda Ras inhibitérii FTS ve NAD(P)H oksidaz inhibitérii DPI’1n rolii

incelendi.

Bu calismada ilk once rat aort kdkenli vaskiiler diiz kas hiicreleri izole
edildi ve primer kiltiir ortamina aktarildi. Primer kiiltiir ortamma aktarilan
hiicrelerin vaskiiler diiz kas hiicresi oldugunu gosterebilmek i¢in primer kiiltiirii
yapilan hiicrelere immiinohistokimya teknigi uygulandi. Immiinohistokimya igin
hazirlanan preperatlar o-aktin ile boyanarak vaskiiler diiz kas hiicresi oldugu
gosterildi. Primer kiiltiirli yapilan hiicrelerin arasinda endotel hiicresi olup
olmadigin1 anlamak i¢in preperatlar von willebrand faktor ile boyandi. Bu sekilde
primer kiiltiirii yapilan vaskiiler diiz kas hiicreleri arasmnda endotel hiicresi
olmadig1 saptanmustir. Immiinohistokimya igin yapilan bu boyamalarmn primer
antikora spesifik oldugunu gostermek ve sekonder antikordan kaynaklanan
istenmeyen boyamalarin olmadigmi gdstermek igin ayrica izotip boyamalari
yapildi. Boylece boyamalarin primer antikora spesifik oldugu ispatlandi (Sekil
4.1.1).
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Daha once yayimlanan bir¢ok calismada Ang II’nin, VDK hiicrelerinde
p38 MAPK’1 siire ve doza bagimli bir sekilde aktive edildigi gosterilmistir
(3,126). Hem Ushio-Fukai ve arkadaslarinin hem de Meloche ve arkadaslarmnin
yaptiklari ¢alismalarda Ang II’nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde p38 MAPK’1 100
nM konsantrasyonda ve 5 dk siire icerisinde aktive ettigi saptanmistir (3,126). Bu
calismada da kendi laboratuvar sartlarimizda iretilen vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin Ang II uyarmmi sonrasinda literatiire uyumlu olup olmadigini

saptamak amaciyla konsantrasyon ve siire deneyleri yapilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada primer vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirinde Ang
[I’'nin, p38 MAPK’1 aktive eden en iyi konsantrasyonunu bulabilmek amaciyla
hiicreler sirasiyla Ang II’nin 0.1, 1, 10, 100 ve 1000 nM farkli konsantrasyonlari
ile 5 dk inkiibe edilmistir (Sekil 4.2.1). Inkiibasyon sonunda kontrol gruplarina
gore konsantrasyona bagimli bir sekilde 100 nM’a kadar fosforilasyon artisi
saptanmistir. Elde ettigimiz bulgulara goére maksimum aktivite artist 100 nM
konsantrasyonda oldugu belirlendiginden, p38 MAPK fosforilasyonu igin en

uygun konsantrasyonunun 100 nM oldugu bulunmustur.

Primer VDKH kiiltiirlerinde Ang II'nin p38 MAPK fosforilasyonuna
neden olan en uygun konsantrasyonun 100 nM oldugu bulunduktan sonra 6
kuyucuklu plaklar igerisindeki vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirler1 sirasiyla 0, 2, 5,
10, 15 ve 30 dakikalik siirelerde 100 nM Ang II ile aktive edildi (Sekil 4.2.2).
Yapilan bu deneyde, kontrol grubunda bazal seviyede aktivasyon olurken 2.
dakikada aktivasyon artig1 saptanmis, 5. dakikada aktivasyon maksimum seviyeye
ulastig1 belirlenmistir. Bu siireden sonra aktivasyonun diistiigii ve 30. dakika
sonrasinda bazal diizeye dondiigii goriilmiistiir. Yapilan ilk iki deney sonucunda
VDKH’lerinde 100 nM Ang II’'nin p38 MAPK’1 5. dakikada maksimum aktive
ettigi gosterilmistir. Bulunan bu sonuglarin Meloche ve arkadaslarmin ile Ushio-
Fukai ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir
(3,126). Bu asamadan sonra yapilan calismalarda Ang II; 5 dakika ve 100 nM

konsantrasyonda kullanilmistir.
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Su ana kadar yapilan bir¢ok calismada vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ang
II’'nin, MAPK ailesini AT, reseptorii lizerinden aktive ettigi gosterilmistir
(3,9,127). Kubo ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin AT, reseptdr antagonisti olan losartan ile 10° M konsantrasyonda 10
dakikada boyunca inkiibe edildiginde, AT; reseptoriiniin baskilandigini
gostermislerdir (127). Meloche ve arkadaslar1 da (3) yaptiklar1 baska bir
calismada benzer konsantrasyonda losartanin p38 MAPK aktivasyonunu
baskiladigini bildirilmislerdir (Sekil 4.2.3). Elde ettigimiz sonuglar hem p38
MAPK ’lar1 aktive eden Ang II sinyallerinin AT; reseptorii iizerinden oldugunu
gostermis hem de losartanin bu konsantrasyon ve siiresinin AT reseptoriinii bloke
etmekte yeterli oldugu saptanmistir. Buldugumuz bu sonuglar daha Onceden

yapilmis caligmalardaki sonuglar1 desteklemektedir (3,128).

Ang Il uyarimi sonrasinda AT; reseptorii iizerinden aktive olan p38
MAPK ailesinin hiicresel mekanizmalar1 su ana kadar yapilan ¢aligmalarda tam
olarak aciklanamamistir. Ancak, Ang II uyarimiyla G proteinleri lizerinden aktive
olan Ras’in hem MAPKKK hem de NAD(P)H (tam kanitlanmamis olmakla
birlikte tirozin kinaz, PLA, ve PLD) bagiml yollar iizerinden p38 MAPK’1 aktive
ettigi bir ka¢ caligmada gosterilmistir (126,127). Yapilan bu ¢alismalarda Ang 11
ile uyarim sonrast VDKH’lerinde AT, reseptorleri lizerinden G proteinleri aktive
olduktan sonra Src adi verilen adaptor bir protein aktive oldugu ve bununda
gelisme faktorii baglayict protein olan Grb2 iizerinden sos’u aktive ettigi
gosterilmistir (7). Sos ise Ras iizerindeki GDP-GTP degisimini katalizleyen bir
guanin niikleotid degistirici faktordiir. Ras, sinyal transdiiksiyonunda merkezi bir
oyuncudur. Ayni caligmalarda Ras’in MAP kinaz yoluna oOnciiliik eden Raf

(MAPKKK) ve NAD(P)H oksidaz1 aktive ettigi bulunmustur (1,7,116).

Ang II’nin AT, reseptorii lizerinden G proteinlerinin aktivasyonu yoluyla
p38 MAPK fosforilasyonunda Ras’in nasil rol oynadigini incelemek amaciyla
primer olarak kiiltiire edilmis VDKH’leri, bir ras inhibitorii olan FTS ile inkiibe

edildi. Gana-Weisz ve arkadaslarmin rat hiicrelerinde daha 6nce yaptiklart bir
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calismada, hiicrelerin 24 saat siire ile FTS nin 25 uM konsantrasyonunda inkiibe
edildigi zaman Ras’1 inhibe ettigini bulmuslardir (129). Smalley ve Eisen, Colo
853 melanoma hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada FTS’nin 100 pM
konsantrasyonunda 24 saatte Ras’1 inhibe ettigini acikladilar (130). Zatechka ve
Lou’nun yaptiklar1 calismada, FTS’nin 25 uM konsantrasyonunun ras’t inhibe
etmek i¢in yeterli olmadigini ileri siirmislerdir (131). Biz bu nedenle

calismamizda FTS’yi 24 saat 100 uM konsantrasyonda kullanmay1 uygun bulduk.

Ras inhibitdrii olan FTS, % 0.1 DMSO i¢inde ¢6zilindiigiinden, DMSO’nun
VDKH de herhangi etkisinin olmadigini gostermek icin hiicreler ilk 6nce 24 saat
boyunca % 0.1 DMSO ile inkiibe edildi (Sekil 4.2.4). Buldugumuz sonuglarda
primer olarak kiiltiire edilen vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerinde DMSO’nun
herhangi bir aktivasyon yada inhibisyon yapmadigi bulundu. Bir sonraki agamada
% 0.1 DMSO ile 24 saat inkiibe edilmis hiicreler 5 dakika 100 nM Ang II ile
uyarilarak DMSO’nun p38 MAPK fosforilasyonuna etkisi incelendi. Bu deneyin
sonucunda da, Ang II uyarimmda DMSO’nun VDK hiicrelerinde p38 MAPK
fosforilasyonuna bir etkisi olmadig: gosterildi (Sekil 4.2.4).

Primer olarak kiiltire edilmis VDKH’leri 6nce 100 pM, 24 saat Ras
inhibitorii FTS ile inkiibe edildi. Elde ettigimiz sonuglar tek basina FTS’ nin bu
hiicrelerde herhangi bir p38 MAPK fosforilasyon artisina neden olmadigi
bulundu. Bu sonu¢ hem ortamda Ang II aktivasyonu bulunmadigi i¢in hem de
FTS’nin bu yolagi inhibe etmesi nedeniyle beklenen bir durumdur. VDKH’lerinde
Ang II uyarimindan sonra FTS’nin p38 MAPK f{izerine etkisini incelemek icin
hiicreler 24 saat, 100 uM FTS ve S5dakika 100 uM Ang II ile inkiibe edildi. Bu
uyarim sonucunda da p38 MAPK fosforilasyonunda bir artig saptanmadi. Elde
edilen bu sonuglar VDKH’lerinde FTS nin GTP-baglayan kii¢iik bir protein olan
Ras’1 inhibe etmesi nedeniyle hem MAPKKK hem de NAD(P)H oksidaz yolunu
bloke ettigini gosterir. Elde ettigimiz bulgular daha 6nce yapilmig FTS ile ilgili
calismalarla uyumlu bulunmustur (129,130,131). Zatechka ve Lou 2002 yilinda
lens dokusunda yaptiklar1 calismada FTS’nin bu inhibisyonu Ras’in membranla

birlikteligini yada membrana ¢apalanmasini dnleyerek yaptigini ileri slirmiislerdir
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(131). Smalley ve Eisen 2002 yilinda yaptigi bir calismada melanoma
hiicrelerinde FTS’ nin Ras’1 inhibe ederek p38 MAPK fosforilasyonunu azalttigini
rapor etmistir (130). Gana-Weisz ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada ras’in
inhibe edilmesiyle ras’m membrana ¢apalanmasinin bloke edildigini 1ileri

stirmiislerdir (129).

Ang Il tlzerinden aktive olan G proteini sinyallerinin tirozin kinazlar,
PLA; ve PLD iizerinden NAD(P)H oksidaz sistemini aktive etmek siiretiyle ve
Ras iizerinden MAPKKK yoluyla p38 MAPK aktivasyonunun gerceklesebilecegi
daha O0nceden yapilan caligmalarda gosterilmistir (1). Bizim caligmamizda Ras
inhibe edildigi i¢in hiicre igcerisinde MAPKKK ve NAD(P)H oksidaz enzimleri
aktive olamadigindan dolay1 da Ang II uyarimi1 p38 MAPK’1 aktive etmemistir.

Literatiirde Ang II uyarmmi sonrasinda Ras MAPKKK ve NAD(P)H
oksidaz yollarinin hangisinin p38 MAPK fosforilasyonunda baskin oldugu ve
Ras’in  NAD(P)H oksidaz sistemini aktive edip etmedigi tam olarak
gosterilememistir. Daha dnceden yapilan ¢caligmalardan Ras’in dogrudan Raf-1’1
fosforlayarak MAPK aktivasyonunu gergeklestirdigi bilinmektedir (117). Bilinen
yolakta VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II uyarmmli p38 MAPK aktivasyonunun Ras
bagimli oldugu ve MAPKKK {izerinden p38 MAPK’1 aktive ettigi gosterilmistir.

Nickenig, Ang II uyariminin ROS bagimli yollarin aktivasyonu iizerinden
NAD(P)H oksidaz’1 aktive ettigini bildirmistir (2). Obata ve arkadaglarinin yaptig:
baska bir calismada ise NAD(P)H oksidaz tarafinda iiretilen siiperoksit ve
hidrojen peroksidaz’in her ikisinin de p38 MAPK’1 aktive ettigi gostermistir (85).
Hiicre icerisinde siiperoksit ve hidrojen peroksidaz’in konsantrasyonunun
yiikselmesi NAD(P)H oksidaz ile iliskili oldugu i¢in bu enzimin inhibe edilmesi,
hiicre icerisinde Ang II indiiklii p38 MAPK aktivasyonunu tamamen baskilamis
olabilir. FTS kullanilarak Ras’in inhibe edilmesinin NAD(P)H oksidaz sistemini
de baskilayarak p38 MAPK’1 bloke ettigi diisiiniilmektedir.
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Deneylerimizin son agsamasinda Ang II uyarmmi sonrasimda NAD(P)H
oksidaz sisteminin Ras bagimsiz etkilerinin p38 MAPK fosforilasyonu iizerindeki
etkilerini incelemek icin VDKH’leri NAD(P)H oksidaz inhibitorii olan DPI ile
inkiibe edilmistir. Ushio-Fukai ve arkadaslarinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
yaptiklar1 bir calismada DPI’m 10 uM konsantrasyonda ve 30 dakika siiresince
kullanildiginda NAD(P)H oksidaz sistemini baskilayarak p38 MAPK
fosforilasyonunu inhibe ettigini buldular (126). Bu nedenle ¢alismamizda DPI, 10
uM konsantrasyonda ve 30 dakika boyunca kullanilmstir.

NAD(P)H oksidaz inhibitérii DPI, % 0.1 DMSO i¢inde ¢6ziindiigl icin
hiicreler ilk olarak 30 dakika % 0.1 DMSO ile inkiibe edilmistir (Sekil 4.2.9).
Ortamda herhangi bir uyarim bulunmadigi ve DMSO’nun vaskiiler diiz kas
hiicreleri iizerine aktivasyon yapmadigi i¢cin kontrol seviyesinde bir p38 MAPK
fosforilasyonu saptanmustir. Ikinci asamada, 30 dakika % 0.1 DMSO ile inkiibe
edilmis hiicreler 5 dakika 100 nM Ang II ile uyarilarak p38 MAPK fosforilasyonu
incelendi. Bu uyarim sonucunda VDKH’lerinde kontrole kiyasla 6nemli bir p38
MAPK fosforilasyon artis1 goézlendi. Buldugumuz bu sonuglar % 0.1’lik
DMSO’nun vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerinde herhangi bir aktivasyon ya da

inhibisyon yapmadigini géstermektedir.

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

baghdir.

Primer olarak kiiltiire edilmis VDKH’lerinde Ang II uyarimimda NAD(P)H
oksidaz’in etkisini incelemek i¢in hiicreler 10 uM, 30 dakika NAD(P)H oksidaz
inhibitorii DPI ile inkiibe edilmis ve ardindan 5 dakika 100 nM Ang II uyarilmistir
(Sekil 4.2.9). NAD(P)H oksidaz inhibitéri DPI’in, 30 dakika ve 10 uM
konsantrasyonda Ang I uyarimli p38 MAPK fosforilasyonu inhibe ettigi saptandi.
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Bundan dolayida DPI’in NAD(P)H oksidaz iizerinden ROS iiretimini azalttig1 ve
bu sekilde p38 MAPK fosforilasyonunu inhibe ettigi sOylenebilir. Fakat Ras
MAPKKK yolu iizerinden de bir aktivasyon bulunmamistir. Bu da Ang Il uyarimi
sonrasinda p38 MAPK aktivasyonunun NAD(P)H oksidaz sistemi iizerinden
oldugunun, ayni1 zamanda Ras’in etkilerini NAD(P)H oksidaz iizerinden

gosterdiginin de kanitidir.

Ushio-Fukai ve arkadaslar1 da vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yaptiklar:
calismalarda elde ettigimiz bulgulara benzer sonuglar bulmuslardir (126). Elde
ettikleri sonuglara gore, primer olarak kiiltiire edilmis VDKH’lerinde Ang II
uyarimi sonucu p38 MAPK fosforilasyon artisinda H,O, ve O, gibi reaktif

oksijen radikallerinin kritik bir rol oynadigini ileri stirmiiglerdir.

Laboratuvarimizda bu ¢alisma ile paralel yiiriittiigii bagska bir calismada
Ang Il uyarimi sonrasinda Ras inhibitorii FTS ve NAD(P)H oksidaz inhibit6rii
DPI kullanilarak p42/44 MAPK fosforilasyonu incelenmistir. VDKH’lerinde Ang
I uyarimi sonrasmda FTS’nin p42/44 MAPK fosforilasyonunu tamamen
baskiladig1 ancak DPI’mm bu fosforilasyon iizerine herhangi bir etkisi olmadigi

saptanmistir (yaymlanmamis bulgu).

Sonug¢ olarak, VDKH’lerinde Ang II uyarimi sonucu AT; reseptorii
iizerinden isleyen Ras-MAPKKK ve Ras-NAD(P)H oksidaz bagimli yollar p38
MAPK aktivasyonu i¢in dnemli basamaklardir. Bu yollarin daha iyi anlasilmasi
kardiyovaskiiler hastaliklarin altinda yatan patolojik mekanizmalarin ve herhangi
bir stres uyarimi sonucunda meydana gelen iskemi, infeksiyon hastaligi ve
inflamatuvar artrit gibi hastaliklarin hiicresel ana mekanizmalarin anlagilmasi i¢in
temeldir. Ayrica bu yollarin hiicresel mekanizmalarinin ¢6ziilmesi bundan

kaynaklanan hastaliklar i¢in ila¢ gelistirilmesine imkan saglamaktadir.
Gelecekte hiicre i¢i siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi ROS’larin

Olgiilmesi ve p38 MAPK iizerine etkili diger stres kaynakli yollarm ayrintili
olarak arastirilmasi konulara bakis agisini genisletebilir. Ras ve NAD(P)H oksidaz
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iizerinden {retilen fizyolojik ve patolojik diizeydeki ROS’larin p38 MAPK
aktivasyonu iizerindeki etkilerini gosteren daha ileri ¢aligmalar bu konunun

biitiinliigiiniin anlagilmasinda yardimci olabilir.
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SONUCLAR

Bu calismada primer olarak kiiltiire edilmis vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
Ang II uyarimi sonrasinda AT, reseptorii ilizerinden aktive olan p38 MAPK
aktivasyonunda Ras ve NAD(P)H oksidaz sinyal iletim yollarinin etkisi

incelenmistir.

Rat aortasindan izolasyonu ve primer Kkiiltiirii yapilan hiicrelerinin
immunohistokimya yontemiyle o-aktinleri boyanarak vaskiiler diiz kas hiicresi
oldugu gosterilmistir. Daha sonra bazi aktivator ve inhibitorler kullanilarak p38
MAPK fosforilasyonu western blotting yontemiyle gosterilmeye c¢alisilmustir.

Elde ettigimiz sonuglara gore;

1- Ang II’'nin 100 nM konsantrasyonda primer olarak kiiltiire edilmis VDK

hiicrelerinde maksimum p38 MAPK fosforilasyonu yaptig1 gosterilmistir.

2- Ang II’'nin 100 nM konsantrasyonda ve 5 dakika inkiibasyon sonunda
primer olarak kiiltiire edilmis VDK hiicrelerinde maksimum p38 MAPK

fosforilasyonu yaptigi gosterilmistir.

3- Primer olarak kiiltiire edilmis VDK hiicrelerinde Ang II’nin p38 MAPK
fosforilasyonuna neden olan sinyallerinin AT; reseptorii lizerinden gerceklestigi

gosterilmistir.

4- Ras’in inhibe edilmesinden sonra Ang II uyarimmnin primer olarak
kiiltiire edilmis VDK hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyon artisina neden

olmadig1 saptanmistur.
5- NAD(P)H oksidazin inhibe edilmesinden sonra Ang II uyariminin

primer olarak kiiltiire edilmis VDK hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyon artigina

neden olmadig1 bulunmustur.
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6. VDKH Kkiiltiirlerinde Ang II uyarmmi altinda AT, reseptorii iizerinden
aktive olan Ras ve NAD(P)H oksidaz’in ikisinin de ayni yolak {izerinde p38
MAPK fosforilasyonuna neden oldugu bulunmustur. Ayrica bu iki yolaktan
NAD(P)H oksidaz sisteminin VDK hiicrelerinde p38 MAPK fosforilasyonunda

daha etkin rol oynadig1 gosterilmistir.
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OZET

Renin-anjiotensin sisteminin aktif bir komponenti olan Anjiyotensin II
(Ang II), hipertansiyon, aterosiklerozis, kardiovaskiiler sistem hastaliklar1 ve kan
basmcinim kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Ang II’nin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde AT1 reseptorleri lizerinden G proteinine bagl reseptorler araciligiyla
farkl sinyal iletim yollarini uyararak p38 Mitojen aktive edici kinaz (MAPK)’lar1
aktif hale gecirir. Ang II ile uyarim sonrasinda hemen isleyen sinyal iletiminde G
proteinleri araciligryla Ras aktive olur. Ras, NAD(P)H oksidaz sinyal iletim yolu
iizerinden p38 MAPK’1 aktive edebilir.

Bu calismamizda ratlarin aortasindan izole edilen vaskiiler diiz kas
hiicreleri kiiltlir ortaminda {tretildikten sonra Ang II ile uyarilarak p38 MAPK
fosforilasyonunda Ras ve NAD(P)H oksidaz’in etkisi arastirilmigtir. Rat
aortasindan  izole edilen vaskiiler diiz kas  hiicrelerinin  saflig1
immiinohistokimyasal teknik kullanilarak a-aktin varligi ile gosterilmistir. Ang I1
uyarimi ile p38 MAPK fosforilasyonu western blot yontemi ile, arastirmak
istenilen her bir metabolik yol icin uygun inhibitorler kullanilarak analiz
edilmistir. Sonug olarak vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirlerinde, Ang II uyarimi1 Ang
[I’'nin AT; reseptorii lizerinden p38 MAPK aktivasyonunu hizli bir sekilde
arttrmistir. Ang I indiiklii p38 MAPK aktivasyonu Ras inhibitorii olan FTS ile
tamamen baskilanmistir. Ang II uyarimlit MAPK aktivasyonu lizerine NAD(P)H
oksidaz inhibit6rii olan DPI da p38 MAPK aktivasyonu inhibe etmistir.
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ABSTRACT

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

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

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