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ÖZET 

 
 
 
 Diabetes mellitus, kardiyovasküler hastalıklarla ili�kili olan, pankreasın 

insülin salgısının veya etkisinin yetersizliği ile olu�an endokrin metabolik bir 

hastalıktır. Hipergliseminin uyardığı a�ırı hücre proliferasyonu, diyabetik 

hastalıkların patogenezinde önemli bir rol oynar. Ang II ve yüksek glukoz, vasküler 

düz kas hücrelerinde proliferasyonu uyaran en önemli etmenlerdendir  

 

Resveratrol, hücre proliferasyonunu inhibe edici etkisi olduğu dü�ünülen ve 

kardiyovasküler hastalıklarda koruyucu olan polifenolik bir bile�iktir. 

 

Bu çalı�mada rat vasküler düz kas hücrelerinde, yüksek glukozlu ortamda, 

Ang II uyarımı ile artan hücre proliferasyonu üzerine resveratrolün etkileri ile bu 

proliferasyona aracılık ettiğini dü�ündüğümüz ERK1/2, Akt ve STAT3 protein 

fosforilasyonlarının inhibisyonu ara�tırılmı�tır. 

 

Sonuçlarımızda resveratrolün normal ve yüksek glukozlu ortamda Ang II 

uyarımlı vasküler düz kas hücre proliferasyonunu inhibe ettiği saptanmı�tır. 

Resveratrol özellikle yüksek glukozlu ortamda hücre proliferasyonuna aracılık eden 

Akt ve STAT3 protein fosforilasyonlarını da inhibe etmektedir. Bulgularımızda 

resveratrolün Ang II uyarımlı ERK1/2 fosforilasyonu üzerine inhibisyon etkisi 

saptanmamı�tır. Resveratrolün, Akt ve STAT3 protein fosforilasyonunu inhibe 

etmesinden dolayı, vasküler düz kas hücrelerinde yüksek glukozlu ortamda Ang II 

uyarımı ile artan hücre hücre proliferasyonunu baskılamada etkili olduğunu sonucuna 

varılmı�tır. 
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ABSTRACT 

 
 
 
 Diabetes mellitus is an endocrine metabolic disease which is associated with 

cardiovascular diseases and is related to the deficiency of pancreatic insulin secretion 

or its effects. Hyperglycemic-induced high cell proliferation has an important role in 

the pathgenesis of Diabetes mellitus. Ang II and high glucose are the most important 

factors that induce proliferation in vascular smooth muscle cell.  

 

Resveratrol is a protective polyphenolic compound against cardiovascular 

diseases and is thought to inhibit cell proliferation.  

 

In this study, we investigated the effects of resveratrol on increased cell 

proliferation by Ang II in high-glucose media, and the inhibition of ERK1/2, Akt and 

STAT3 proteins phosphorylation which we thought mediate cell proliferation in rat 

vascular smooth muscle cells. 

 

 Our results showed that resveratrol inhibits vascular smooth muscle cell 

proliferation induced by Ang II in normal and high-glucose media. Resveratrol 

especially inhibits Akt and STAT3 protein phosphorylation which mediate cell 

proliferation in high-glucose media. Resveratrol, on the other hand, has no inhibitor 

effect on ERK1/2 phosphorylation induced by Ang II. As a consequence, because 

resveratrol inhibits Akt and STAT3 protein phosphorylation, our findings indicate 

that resveratrol could be an effective agent to supress vascular smooth muscle cell 

proliferation induced by Ang II in high-glucose media. 
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GĐRĐ� ve AMAÇ 
 
 

Diyabetes mellitus, pankreasın insülin salgısının veya etkisinin yetersizliği ile 

olu�an endokrin metabolik bir hastalıktır (1) ve hipertansiyon, aterosklerozis gibi 

kardiyovasküler komlikasyonlarla yüksek oranda ili�kilidir. Diyabetik hasta 

ölümlerinin en temel nedeni aterosklerotik vasküler hastalıklardır. VDKH 

kültürlerinde yapılan çalı�malarda diyabetik aterosklerozisin altında yatan temel 

nedenlerden birinin hipergliseminin indüklediği hücre proliferasyonları olduğu 

bilinmektedir (2) (3). 

 

VDKH’lerinde vazomotor tonusu düzenleyen, hücre büyümesi ve apoptozisi 

dengeleyen, büyüme faktörlerinin salınımını uyaran en önemli etmen Ang II’dir. 

Dolayısıyla Ang II’ nin damar duvarı üzerindeki etkilerinin anla�ılması, yüksek 

glukoz altındaki hücre proliferasyon yolaklarının belirlenmesi, kan basıncının 

düzenlenmesi ve kardivasküler hastalıkların altında yatan patolojilerin anla�ılması 

için temel te�kil etmektedir. 

 

Yapılan çalı�malarda, Ang II’nin AT1 reseptörü üzerinden birçok sinyal 

iletim yolunu uyardığı ve aktifle�en bu sinyaller üzerinden hücre büyümesini, 

hücresel farklıla�mayı ve vasküler kontraksiyonları gerçekle�tirdiği gösterilmi�tir (4) 

(5) (6).  

 

Vasküler hastalıklarda artan VDK hücre proliferasyonunda ERK1/2 sinyal 

iletim yolunun anahtar rol oynadığı dü�ünülmektedir. Ang II uyarımlı MAPK 

aktivasyonu, hiperglisemik ko�ullar altında yapılan düz kas hücre kültürlerinde 

artmı� olarak bulunmu�tur (3). Hiperglisemiye cevaben ROS ürünlerinin olu�umu, 

protein tirozin fosfotaz (PTPaz) aktivitesini üzerinden düzenlemektedir (7). Hücresel 

PTPaz’ın inhibisyonu fosforilasyon-defosforilasyon dengesini fosforilasyona doğru 

kaydırmaktadır. Bu durumda reseptör ve non-reseptör tirozin kinazların bazal 

aktivitelerinin artması, ilgili substrat proteinlerin tirozil fosforilasyonunu 

artırmaktadır. Dolayısı ile MAPK yolu ve transkripsiyon faktörlerin aktivasyonuna 

yol açmaktadır (8). 

 

Ang II ile uyarılan vasküler düz kas hücre proliferasyonu ile ili�kili diğer bir 

yol, Jak-STAT sinyal yoludur (9). Marrero ve arkada�larının 1999’da rat aortik düz 

kas hücrelerinde yaptıkları çalı�mada, yüksek glukoz konsantrasyonu ile 24 saat 
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muamele edilen hücre kültürlerinde, normoglisemik kültürlere göre, Ang II uyarımlı 

Jak ve STAT fosforilasyonunun artı�ı görülmü�tür. Ara�tırmalarda hipergliseminin 

potansiyel etkileri sonucu tespit edilen bu artı�ların mekanizmasından tam olarak 

bahsedilmemi�tir (10). 

 

Diyabetik komplikasyonlarda VDKH’lerindeki hücre proliferasyonları 

çalı�ılırken Ang II uyarımlı Akt/PKB sinyal yolakları çalı�ılmı� ve 27,5 mM yüksek 

glukoz �artlarında Akt aktivasyonunda artı� saptanmı�tır (11). Akt 

aktivasyonlarındaki bu artı�ın AT1 reseptörleri ve EGF reseptörleri üzerinden olduğu 

öne sürülmü�tür. Normal glukoz �artları altında yapılan diğer çalı�malarda ise 

VDKH’lerinde Ang II uyarımı sonrasında aktifle�en Akt’nin vasküler hipertrofide 

önemli olduğu belirtilmi�tir (12) (13) (14). 

 

Son dönemlerde VDKH kültürlerinde Ang II’ nin neden olduğu hücre 

proliferasyonu ve hücresel hipertrofiyi önleyebilmek için yeni strateji ve moleküller 

hedeflenmi�tir. Haider ve ark. 2002, 2003 ve 2005 yılında yaptıkları çalı�malarda, 

polifenolik bir bile�ik olan resveratrolün hücresel hipertrofi üzerine etkisini 

ara�tırmı�lardır (15) (16). VDKH’ lerinde resveratrolün hipertrofi üzerine etkilerinin 

ara�tırılmasına öncülük etmi� bu grubun çalı�malarında, resveratrolün hücresel 

proliferasyonu baskıladığı ve bu baskılanmadaki temel yolağın Akt proliferasyonu 

olduğu öne sürülmü�tür. Resveratrolün farklı hücre gruplarında ERK1/2 

aktivasyonunu baskıladığı da gösterilmi�tir (17). VDK hücrelerinde Ang II uyarımı 

sonrasında hücreyi proliferasyona yönlendiren ERK1/2, Akt ve STAT3 sinyal yolları 

üzerine resveratrolün etkilerini gösteren çalı�malar yetersizdir. Yüksek glukoz 

ko�ullarında ise resveratrolün VDKH’lerindeki etkileri henüz anla�ılamamı�tır.  

 

Bu çalı�mada rat aortalarından izole edilen vasküler düz kas hücrelerinde, 

normal ve yüksek glukozlu ortamda, resveratrolün Ang II uyarımı sonrasında 

aktifle�en ERK1/2, Akt ve STAT3 aktivasyonları üzerine olan etkileri ile 

resveratrolün hücre proliferasyonu üzerine olan etkileri ortaya koymak 

amaçlanmı�tır. Bu amaç doğrultusunda normal ve yüksek glukozlu ortamda Ang II 

uyarımı sonrasında aktifle�en  ERK1/2, Akt ve STAT3 sinyal yolları ve bu sinyal 

yollarıyla ili�kili olan AT1R ile EGF reseptörleri western blot yöntemiyle 

çalı�ılmı�tır. Resveratrolün bu sinyal iletim yolları üzerine olan etkileri, NG ve YG 

ortamlarda western blot yöntemiyle ayrı ayrı incelenmi�tir. Son olarak ise, 

resveratrolün hücre proliferasyonu üzerine olan etkileri NG ve YG ortamda, farklı 

süre ve konsantrasyonlarda ara�tırılmı� ve elde edilen bilgiler literatür yardımıyla 

değerlendirilip yorumlanmı�tır.  
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GENEL BĐLGĐLER 
 
 

2.1.Vasküler Duvar ve Anjiyotensin II 
Vasküler duvar, esnek ve aktif bir organdır. Vasküler yapılar, hücresel 

(endoteliyal hücreler, vasküler düz kas hücreleri, fibroblastlar) ve hücresel olmayan 

(ekstraselüler matriks) komponentlerin birle�mesiyle olu�mu�tur (�ekil 2.1). 

Arteriyal tabaka ise temelde içten dı�a doğru intima, media ve adventitia 

tabakalarından meydana gelmi�tir. Bu organ statik değildir, fizyolojik ve 

patofizyolojik uyarılara cevap olarak komponentleri artma ve azalma �eklinde 

deği�ikliğe veya yeniden yapılanmaya uğrarlar. Đntakt Arteriyal media (düz kas 

hücreleri) ve matriks, aterosklerozis, restenoz ve hipertansiyon gibi kardiyovasküler 

hastalıkların patogenezinde, damar duvarının kasılma-gev�eme, büyüme, geli�me, 

yeniden düzenlenme ve onarımını içeren birçok yapısal ve fonksiyonel 

özelliklerinden sorumludur (18).  

 
 

                    
 
�ekil  2.1. Arteriyal Duvarın Segmentleri. Arteriyal segmentler içten dı�a doğru tek katlı epitelyum 

tabakası (intima), düz kas hücre tabakası (media), fibroblast ve elastik fiberlerin (adventisya) 
olu�turduğu yapılardan meydana gelmi�tir. 

 

Ang II, vasküler düz kas hücreleri (VDKH; vascular smooth muscle cell; 

VSMC) üzerinde birçok etkileri olan multifonksiyonel bir peptiddir. Ang II, vasküler 

motor tonusu, hücre büyümesi ve apoptosizi düzenleyen; hücre göçü ve ekstraselüler 

matriks deposizyonunda etkili olan proimflammatuvar bir peptiddir. Ayrıca Ang II, 
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büyüme faktörleri (platelet türevli büyüme faktörleri gibi) ve vazokontriktörleri (ET 

1) uyaran bir peptiddir (4). 

 

Ang II, damar duvarın yapısal ve fonksiyonel bütünlüğün kontrolünde temel 

rol oynamaktadır ve vasküler hastalıkların altında yatan patolojik mekanizmalar ile 

damar basıncının fizyolojik düzenlenmesinde önemli bir rol üstlenmektedir. Ang 

II’nin çok yönlü etkileri spesifik reseptörler aracılı olmaktadır. Son derece karma�ık 

hücre içi sinyal yolları, peptidin hücre yüzeyi reseptörlerine bağlanmasına takiben 

uyarılmaktadır (4).  

 
2.2. Anjiyotensin II 
  

2.2.1 Anjiyotensin II’nin Yapısı ve Biyosentezi 
 Bir oktapeptid olan Ang II, renin Anjiyotensin sisteminin (RAS) aktif bir 

bile�enidir. Ang II, kan basıncını aldesteron aracılı sodyum salınımı ile plazma 

hacmini ve susama cevabını düzenlemektedir. Aynı zamanda Ang II, miyokardiyal 

enfarktüs sonrası miyokardiyal yeniden düzenlenme “remodeling” ve 

hipertansiyonun vasküler yeniden düzenlenmesinde temel rol oynamaktadır (4). 

 

 Ang II sistemik olarak klasik renal renin-anjiyotensin sistemi (RAS) ve lokal 

olarak da doku RAS aracılı üretilmektedir. Klasik RAS’ ta dola�ımda bulunan renal 

kaynaklı renin, dekapeptid olan anjiyotensin I (Ang I)’ı olu�turmak için hepatik 

kaynaklı anjiyotensinojeni N-terminalinden keser. Anjiyotensin I, akciğerde 

dipeptidil karboksipeptidaz olan anjiyotensin-konverting enzim (Angiotensin-

converting enzyme; ACE) tarafından aktif olan Ang II’ ye dönü�türülür. Ang II 

aminopeptidazlar tarafından Ang III ve Ang IV’e yıkılır (�ekil 2.2) (4) 

 

 
�ekil 2.2. Klasik Renin-Anjiyotensin Sistem �eması. Dola�ımdaki renal kökenli renin, hepatik 

kökenli anjiotensinojeni parçalar ve bir dekapeptit olan anjiotensin I (AngI)’i olu�turur. 
Akciğerdeki ve dokulardaki ACE Ang I’i Ang II’ye dönü�türür. Ang II, Ang III ve Ang IV 
ve Ang II’ye metabolize edilir.  
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RAS ilk ke�fedildiği dönemlerde dola�ım sisteminin bir komponenti olarak 

dü�ünülmü�tür. Ancak RAS’ ın birçok bile�eninin dokularda da (lokal doku RAS) 

varlığı saptanmı�tır (19) (20). Plazmada dola�ım enzimi olarak bulunan ACE aynı 

zamanda intertisyumda da bulunmaktadır. Doku ACE, bütün major organlarda (kalp, 

beyin, adrenal bez, böbrekler, karaciğer, üreme organları ve kan damarlarında) 

bulunmaktadır (21). Doku ACE aktivitesi, major organ geli�im sırasında yüksek 

oranda bulunmakta ve daha sonra bu aktivite azalmaktadır (22). Renin hariç, RAS’ın 

tüm bile�enlerinin damarsal yapılarda üretildiği gösterilmi�tir. ACE, kültüre edilmi� 

vasküler düz kas hücreleri ve endotel hücreler de olduğu kadar adventisyada da 

bulunmaktadır (�ekil 2.3) (23).  

                     

 
�ekil 2.3. Doku Renin-Anjiyotensin Sistem �eması. Anjiyotensinojen, ACE ve anjiyotensin 

reseptörlerinin endotel, vasküler düz kas hücreleri ve perivasküler tabakada gösterimi. 
Dola�ımdan adsorbe edilen doku kaynaklı anjiyotensinojen renal kaynaklı renin tarafından 
Ang I’e dönü�türülür. Ang I, doku ACE tarafından Ang II’ye yıkılır (4) 
 

2.2.2. Anjiyotensin II’nin Reseptörleri 
 Ang II, memeli hücrelerinde en az iki yüksek afiniteli plazma membran 

reseptörleri aracılığla etkilerini gösterebilmektedir (AT1 ve AT2). Đki reseptör tipide 

klonlanmı� ve farmakolojik olarak karakterize edilmi�tir (24) (25). Diğer iki Ang 

reseptörleri AT3 ve AT4 alt tipleri de tanımlanmı�tır. AT3 reseptörü, peptide spesifik 

olarak en çok Ang II’yi tanımakta iken losartan gibi non peptid ligandı (selektif AT1 

reseptör antagonisti) ve PD123319’u (selektif AT2 reseptör antagonisti) 

tanımamaktadır. Bu reseptör alt tipi sadece hücre dizilerinde gözlenmi�tir (26). AT4 

reseptörü kalp, akciğer, böbrek, beyin ve karaciğerde dağılmı� olarak bulunmaktadır. 

Ang IV, AT4 reseptör tipine bağlanmaktadır ve AT4 reseptörü  losartan ve 

PD123319’u tanımamaktadır (27). AT3 ve AT4 reseptörleri tam olarak karakterize 

edilememesinden dolayı bu reseptör tipleri memeli Ang II reseptörlerinin 

sınıflandırmasına girmemi�tir (28). 
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AT1 reseptörü, G proteinine bağlı reseptörler arasında olup 7 transmembran 

heliksinden olu�ur (4). Reseptör fosforilasyonunu içeren G proteine bağımlı 

reseptörlerin internalizasyonu, olasılıkla caveola aracılığı ile meydana gelmektedir. 

G protein bağımlı reseptörlerin intrensek tirozin kinaz aktiviteleri olmamasına 

rağmen serin ve treonin birimlerinden G protein reseptör kinaz (GRK) ailesi aracılığı 

ile fosforillenmektedir (29). 

 

Bu zamana kadar AT1 reseptörünün Ang II’nin birçok fizyolojik etkilerine 

aracılık ettiği, Ang II uyarımlı vasküler fonksiyonların kontrolünde baskın rol 

oynadığı gösterilmi�tir (30). AT1 reseptörleri düz kas hücrelerinde yüksek oranda, 

adventisyada düz kasa oranla dü�ük seviyede ve endotelde saptanamayacak oranda 

azdır (31) (32). 

 

Ang reseptörünün ikinci major izoformu olan AT2, fetal dokularda yüksek 

seviyelerde ifade edilmektedir ve doğum sonrası bu ifade hızla azalmaktadır (33). 

Yeti�kinlerde AT2 reseptörü vasküler  yapıların adventisya tabakasında baskın olarak 

bulunmakta iken media tabakasında saptanabilir orandadır. Ang II’nin AT2 reseptörü 

ile meydana getirdiği sinyal iletim yolları ve fonksiyonel rolleri tam olarak 

bilinmemesine rağmen bu reseptörlerin, intraselüler katyonların düzenlenmesi 

(özellikle sodyum) ve olasılıkla  hücre büyümesinin inhibisyonu, vazodilatasyon ve 

apoptozisin uyarılması ile AT1 aracılı fizyolojik etkilerini antagonize ettiği 

dü�ünülmektedir (4)  

 

2.2.3.  Anjiyotensin II’nin Vasküler Etkileri  
Ang II, doğrudan vasküler hücrelerde bulunan Ang II reseptörlerine, dolaylı 

yoldan  diğer faktörlerin salınımı ile ve olasılıkla diğer vazoaktif ajanların ve 

büyüme faktörlerin hücre içi sinyal yolları ile etkilerini arttırmaktadır. Düz kas 

hücrelerinin birincil fonksiyonu vazokonstriksiyon olmasına rağmen, son kanıtlar 

vasküler yeniden düzenlenmede vasküler düz kas hücrelerinin sentez özelliklerinin 

de olduğunu göstermi�tir (34). Ang II, bu geli�im süreci boyunca AT1 ve AT2 

reseptörü aracılığı ile rol oynamaktadır. (35) (36). Ang II, AT1 reseptörü aracılığı ile 

vazokonstriksiyon, büyüme, migrasyon, ekstraselüler matriks komponentlerinin 

üretimi ve inflamasyonu uyarırken, AT2 reseptörü aracılığı ile apoptoz, proliferasyon 

ve hipertrofinin inhibisyonuna katkıda bulunmaktadır (32, 37). 
 

2.2.4. Anjiyotensin II’nin Kardiyovasküler Hastalıkların Geli�imindeki Rolü 
Aterosklerozisin, endotel disfonksiyon ve lipid yüklü makrofajların birikmesi 

ile olu�an kronik inflamatuvar bir hastalık olduğu dü�ünülmektedir (38). Đlginçtir ki, 

Ang II aterosklerozun bir çok özelliğini taklit edebilir ve inflamasyon ve oksidatif 

stresi tetikleyebilir (39). Ang II, damar duvarında oksidatif stresten sorumlu olan 
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reaktif oksijen türlerinin (Reactive-oxygen spesies; ROS) olu�umuna katılabilir. 

Damar duvarındaki ROS’un en önemli kaynağı ilk kez lökositlerde ke�fedilmi� olan 

NAD(P)H oksidaz olup enzim vasküler hücrelerde eksprese edilmektedir. Vasküler 

sistemlerdeki diğer potansiyel ROS kaynakları ksantin oksidaz, lipooksijenazlar, 

sitokrom P450 monooksijenazlar ve miyeloperoksidazlardır (40).  

  

 ROS olu�umunun artı�ı Ang II tarafından, endotel disfonksiyon ve LDL’nin 

oksidasyonuna bağlı olarak tetiklenir. Okside LDL’nin (oxLDL) vasküler 

hücrelerdeki aktivasyonu inflamasyonu tetikler ve T-lenfositleri ile monositler bu 

bölgeye hareket ederler. Aslında damar duvarındaki bu birikimin aterosklorozun 

erken evrelerindeki bir çok olayı tetiklediği dü�ünülür (41). oxLDL ve doku 

makrofajlarının birikmesi köpük hücre olu�umuna sebep olur ve aterosklerotik 

plaklar olu�ur. Ayrıca Ang II, endotel hücreler ve vasküler düz kas hücrelerinde 

hücre adhezyon moleküllerinin ekspresyonunu arttırarak, damar duvarının lökosit 

infiltrasyonunu arttırır (42). Endotel hücrelerde Ang II, apoptozisi tetikleyebilir ve 

tek tabaka endotel hücrelerdeki hasara sebep olabilir (42). 

 

  Ang, VDKH kültürlerinde hücresel hipertrofinin sebep olduğu protein 

sentezini uyarır (43). Diğer büyüme faktörleri gibi Ang II, VDKH kültürlerinde 

hiperplaziyi indükleyebilir ve Ang II’nin uzun süreli infüzyonu normal ve karotid 

balon yaralı ratlarda VSMC proliferasyonunu arttırır (44). Ek olarak Ang II’nin 

VSMC hücre göçünü aktive ettiği gösterilmi�tir (45).  

  

 Ang II çe�itli büyüme faktörü ürünlerini, sitokinleri ve kemokinleri, makrofaj 

kemoatraktant protein 1 (macrophage chemoattractant protein 1; MCP-1), interlökin 

6 (interleukin 6; IL-6), transforme edici büyüme faktörü β (transforming growth 

factor β; TGF-β), trombosit-türevli büyüme faktörü (platelet-derivered growth factor; 

PDGF), insülin-benzeri büyüme faktörü-1 (insulin-like growth factor; IGF-1), temel 

fibroblast büyüme faktörü (basic fibroblast growth factor; bFGF) ve epidermal 

büyüme faktörü ailesi (epidermal growth factor; EGF) üyelerini indükler (42).  

   

 IL-6 matriks metalloproteinazların aktivasyonu ile ili�kili olmasına kar�ın (46), 

VDKH’lerinde matriks proteinazlar üzerinde Ang II’nin direkt etkileri rapor 

edilmi�tir (42).  

  

 Bunun dı�ında, Ang II ekstraselüler matriks (ECM) kompozisyonundaki 

deği�iklikleri tetikler. ECM’nin kontraktil düz kas hücre sentezi az miktardadır fakat 

vasküler yeniden düzenlenme esnasında elastin, kollajen ve fibronektin sentezi 

önemli bir miktarda artmaktadır. Đlginçtir ki ekstraselüler ortamdaki bu deği�iklikler 

VDKH’de proliferasyonu ve migrasyonu desteklemektedir (42).   
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2.2.5. Anjiyotensin II-Bağımlı Sinyal Yolları 
Ang II, VDK hücrelerinde birçok sinyal iletim yolunu aktive edebilmektedir. 

Ang II’nin bu aktivatör etkisi, hücreyi büyüme ve çoğalma yönünde uyaran sinyal 

yollarından mitojen aktive edici kinazlar (ERK1/2) ba�ta olmak üzere, STAT ve Akt 

fosforilasyonlarınında da etkilidir. 

 

2.2.5.1.Mitojen Aktive Edici Kinaz Sinyal Đletim Yolu 
Mitojen aktive edici kinazlar (Mitogen-activated protein kinase; MAPK) 

serin/treonin protein kinazların bir ailesidir ve hücre içi protein fosforilasyonları ile 

hücre dı�ı sinyallerin nukleusa iletimine aracılık ederler. Bu yolla transkripsiyonel 

faktörler aktive olarak gen ekspresyonları artar ve hücresel cevap olu�ur.  Memeli 

MAP Kinazları 6 ana alt ailede toplanır (47);  

1) ERK1/2 (sırasıyla p42-kDa MAPK ve p44-kDa MAPK olarak da bilinir) 

2) c-Jun N-terminal kinazlar (JNK) 1, 2, 3 ve Stres Aktive edici Protein 

Kinazlar (SAPK),  

3) p38 MAPK,  

4) ERK6, p38 benzeri MAPK, 

5) ERK3 ve 

6) ERK5 (Big MAPK 1 olarakta adlandırılır)  

MAPK bağımlı sinyal yolları hücre büyümesi, apoptosiz, hücresel 

farklıla�ma, transformasyon ve vasküler kontraksiyondan sorumludur. ERK1/2 

büyüme ve farklıla�ma uyarılarına cevap verirken, JNK ve p38 MAPK genellikle 

sitokinlere ve hücresel strese cevap verir (18). Kültüre VDKH’lerinde Ang II, MAPK 

ailesinden ERK1/2, JNK’lar ve p38’i aktive etmektedir (19,20). MAPK aktivasyonun 

uyarımı tipik olarak MAPK kinaz’ın (MEK olarak da bilinir)  fosforilasyonunu 

içermektedir. MEK, Raf-1 içeren diğer MEK kinaz tarafından düzenlenir. Ang II ile 

aktive olan MAPK’ların sinyalizasyon yolları birbirinden farklıdır. En iyi karakterize 

edilen MAPK kaskadı Raf-Ras-MEK-ERK1/2’dir (�ekil 2.4) (4). 

 

ERK’ler bir kez fosforile edildiğinde nukleusa transloke olurlar, 

transkripsiyon faktörleri fosforlanır ve gelen sinyalle, ilgili hücre döngüsüyle ili�kili 

proteinlerin gen ifadeleri düzenlenir (48). VDKH’lerinde ERK’lerin alt basamak 

hedefleri S6 ribozomal proteini fosforlayan serin/treonin protein kinaz pp90rsk olup 

protein sentezini uyarır (29).  
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�ekil 2.4. VSMC’de Ang II aracılı ERK1/2 (MAPK) Aktivasyonu (49) 

 

Ang II, ERK’lere ek olarak, JNK/SAPK’leri de aktive etmektedir. 

JNK/SAPK’lar VDKH’lerinin büyümesini, büyümeyi inhibe ederek veya apoptozisi 

uyararak düzenlemektedir (50). VDKH’lerinde Ang II, ERK1/2 ve JNK/SAPK’leri 

farklı sinyalizasyon yollarından uyarmaktadır.  

 

ERK fosforilasyonu hem Ca2+ bağımlı hem de c-Src’yi içeren Ca2+ bağımsız 

yollardan ve atipik PKC izoformu PKC-ξ tarafından aktive olmakta iken 

JNK/SAPK’lar klasik PKC izoformunu ve  Src’den farklı tirozin kinazı içeren Ca2+ 

bağımlı yollardan aktive olmaktadır (51). Ang II her iki yoluda aktive etmektedir, 

ancak zıt büyüme etkilerine sahiptir. ERK’ler kolayla�tırıcı, JNK/SAPK’lar ise 

inhibe edici etkileri söz konusudur (52). 

 

Ang II aynı zamanda vasküler p38 MAPK’da fosforile etmektedir. p38 

MAPK, inflamatuvar cevapta, apoptozisde ve hücre büyümesinin inhibisyonunda 

önemli rol oynamaktadır. p38 MAPK, kardiyak hipertrofi, iskemi/reperfüzyon hasarı, 

ateroskleroz, hipertansiyonda arteriyal remodeling gibi bir çok patolojilerle 

ili�kilidir. VDKH’lerinde Ang II uyarımlı p38 MAPK, redoks duyarlı sinyalizasyon 

yollarının temel bir komponenti olarak  ili�ki halindedir (53). 

 

2.2.5.2. Fosfotidilinositol 3-Kinaz (PI3K) ve AKT Sinyal Đletim Yolu   
PI3K, p85 adaptör ve p110 katalatik alt ünitelerden olu�an heterodimerik bir 

enzimdir. PI3K’ın major ürünleri apoptozisin regülasyonunu, farklıla�mayı, 

membran deği�imlerini ve hücre iskeletinin organizasyonunu etkilemektedir. Ayrıca 

PI3K, VDKH’lerin büyümesinin düzenlenmesinde de önemli rol oynamaktadır. 

Karakteristik olarak reseptör tirozin kinazlarla ili�kili olan PI3K, aynı zamanda AT1 

reseptörü ile de aktive olabilmektedir. VDKH’lerinde Ang II, PI3K’ın aktivitesini, 

fosforilasyonunu ve migrasyonunu stimüle etmektedir. Kültüre edilmi� rat 
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hücrelerinde PI3K’ın inhibitörleri, Ang II’nin uyardığı hiperplaziyi engellemi�tir 

(54). Bu durum PI3K’ın VDKH büyümesinde non-reseptör kinazları 

düzenlenmesinde önemli rolü olduğunu desteklemektedir. PI3K için bir çok 

moleküler hedef  bulunmu�tur. PI3K’ın VDKH’lerinde Ang II’nin aktive ettiği en 

önemli a�ağı iletim yolu Akt/PKB’dir. Akt, p70-s6 kinazı aktive ederek protein 

sentezini düzenlemektedir (�ekil 2.5). Aortik hücrelerde Akt, Ca2+ kanal akımlarını 

uyararak Ang II aracılı Ca2+ cevaplarını düzenlemektedir. Akt, c-Myc’nin 

ekpresyonu arttırıp ve kaspazların inhibe ederek VDKH’lerini apoptozisden koruyup 

hücrelerin hayatta kalımını (survival) artırmaktadır. VDKH’lerinin Ang II 

sinyalizasyonda PI3K’ın gerçek rolü tam anla�ılamamasına rağmen PI3K, mitogenez 

ve apoptozis dengesinin kontrolünde önemli ve kompleks bir yoldur (54) (12). 

 

 
�ekil 2.5. VDKH’lerinde Ang II ile Aktifle�en Tirozin Kinaz Yolları ve Akt’nin aktivasyonu (4).  

 

2.2.5.3. Janus Ailesi Kinazlar ve STAT Sinyal Yolu 
 IFN-α’nın genleri hızlıca indükleme özelliği Jak-STAT (Janus kinases-Signal 

transducers and activators of transcription) yolunun ke�fine yol açmı�tır. Sitozolik 

tirozin kinazların janus kinaz (JAK) ailesi, ki bunlar geleneksel olarak interlökinler 

ve interferonlar için sitokin reseptörleri ile e�le�mi� oldukları dü�ünülmektedir. 

Bunlar 120-130 kDa arasında moleküler ağırlığa sahip dört üyeden olu�maktadır; 

JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2 (55). JAK proteinleri mRNA ekspresyonunun anahtar 

mediyatörleridir ve “erken büyüme cevap genleri” olarak karakterize edilmi�tir. 

Ligandlar (Örneğin hematopoetinler, Ang II, interferonlar), dimerik reseptörlerine 

bağlandığı zaman reseptörler ili�kili Jak’lara uygun konformasyonel deği�ikliğe 
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uğrarlar. Takiben Jak’lar spesifik tirozin motiflerinden fosforlanarak aktive olurlar. 

Bu motifleri tipik SH2 birimlerinden tanıyan STAT’lar ve diğer sinyal iletim 

proteinleri, reseptörleri tarafından tanınırlar ve Jak-bağımlı tirozin fosforilasyonu ile 

aktive olurlar. STAT proteinleri, spesifik biyolojik cevabın belirlenmesinde kritik 

basamağı olu�turur. STAT’lar aktive oldukları zaman reseptörlerinden ayrılırlar ve 

kar�ılıklı olarak SH2 birimlerinin fosfotirozini ile etkile�erek dimerize olurlar. Klasik 

olarak sadece aktive ve dimerize STAT’lar DNA’ya bağlanabilme ve hızlı nükleer 

transkripsiyona neden olabilmektedir (�ekil 2.6) (56, 57). Jak-STAT yolağı hücre 

yüzey reseptörleri ile hücre büyümesine yol açan nüklear transkripsiyonel olaylar 

arasında önemli bir bağlantıdır. Saatler içinde ligandların stimüle ettiği sinyaller 

azalır ve STAT’lar tekrar sitoplazmaya döner. Bu ta�ıma crm1/ran-GTPaz’ın 

aracılığı ile ve STAT defosforilasyonunu gerektiren bir mekanizma ile 

gerçekle�tirilir (58). 

 

Klasik sitokin reseptörlerinde olduğu gibi AT1 reseptörü de JAK ailesi 

üyelerinden JAK2 ve TYK2’yi stimüle etmektedir (59). AT1 reseptörü aracılı JAK 

aktivasyonu, STAT proteinleri p91/p84 (STAT1α/β), p113 (STAT2) ve p92 

(STAT3)’ün fosforilasyonunu stimüle etmektedir.  

 

 

 

 
�ekil  2.6. Jak-STAT Sinyal Yolu: Ligandlar, dimerik reseptörlerine bağlandığı zaman ili�kili Jak’lar 

uygun konformasyonel deği�ikliğe uğrarlar. Takiben Jak’lar spesifik tirozin motiflerinden 
fosforlanarak aktive olurlar. Bu motifleri tanıyan STAT’lar, Jak-bağımlı tirozin 
fosforilasyonu ile aktive olurlar. STAT’lar aktive oldukları zaman reseptörlerinden ayrılırlar 
ve kar�ılıklı olarak etkile�erek dimerize olurlar. Nukleusda bir çok STAT dimeri, artırıcı 
DNA bölgelerinden (enhancer) GAS (gama-activated site) ailesi üyelerini tanır ve onlara 
bağlanır (56). 
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2.3. Hiperglisemi ve Ang II Uyarımlı Sinyalizasyon  
Diyabet, hipertansiyon ve aterosklerozis gibi kardiyovasküler 

komplikasyonlarla yüksek oranda ili�kilidir ancak mekanizması tam olarak 

açıklanamamı�tır. VDKH kültürlerinde yapılan çalı�malarda diyabetik 

aterosklerozisin altında yatan temel nedenlerden birinin hipergliseminin indüklediği 

hücre proliferasyonları olduğu bilinmektedir (2) (3). Yüksek glukoz ko�ullarında (25 

mmol/L) üretilen VDKH kültürlerinin normal glukoz ko�ullardaki (5 mmol/L) 

kültürlere göre daha hızlı prolifere oldukları gözlenmi�tir (9). Bununla birlikte 

VDKH kültürlerinde hiperglisemik �artlar altındaki spesifik sinyal aktivasyonları 

henüz tam olarak tanımlanamamı�tır. Bunun en temel nedeni hücre 

proliferasyonunda birçok aracı sinyal molekülünün var olması ve bunların birbirleri 

ile olan etkile�imlerinin tam olarak belirlenememesidir. A�ağıdaki paragraflarda 

hücre proliferasyonuna aracılık eden sinyal yolakları ve bunların hiperglisemik 

ko�ullar altındaki çalı�malarına değinilmi�tir. 

 

Ang II uyarımı altında aktifle�en ERK1/2 sinyal iletim yolu VDKH 

proliferasyonuna ve hipertrofisine neden olduğu için vasküler hastalıklarda anahtar 

rolü oynamaktadır (3). Ang II uyarımlı MAPK aktivasyonu, hiperglisemik ko�ullar 

altında yapılan düz kas hücre kültürlerinde artmı� olarak bulunmu�tur. Yüksek 

glukoza cevaben MAPK yolunun aktivasyonu VDKH’lerin proliferasyonunu, gen 

ekspresyonunu ve büyümesini arttırabildiği Natarajan ve arkada�ları tarafından öne 

sürülmü�tür (3). 

 

Moleküler düzeyde bir çok sinyal iletim yolu oksidatif stres ile aktive 

olmakta, böylece hücre proliferasyonuna ve büyümesine katkıda bulunmaktadır (60) 

(61) (62). VDKH’lerinde bu yolların bazıları hiperglisemiye cevaben uyarılmaktadır. 
VDKH’lerinde hipergliseminin indüklediği, Ang II uyarımlı ERK1/2, p38 MAPK ve 

Jak/STAT aktivasyonu, normoglisemik hücrelere göre artmı� olarak bulunmu�tur. 

VDKH’lerinde hücre proliferasyonuna aracılık eden proteinler, hiperglisemiye 

cevaben olu�an ROS ürünlerinin, protein tirozin fosfotaz (PTPaz) aktivitesini inhibe 

ederek düzenlemektedir (7). Hücresel PTPaz’ın inhibisyonu fosforilasyon-

defosforilasyon dengesini fosforilasyona doğru kaydırmaktadır. Bu durumda reseptör 

ve non-reseptör tirozin kinazların bazal aktivitelerinin artması, ilgili substrat 

proteinlerin tirozil fosforilasyonunu artırmaktadır. Dolayısı ile MAPK yolu ve 

transkripsiyon faktörlerin aktivasyonuna yol açmaktadır (60). 

 

Vasküler düz kas hücre proliferasyonunun Ang II ile indüksiyonunu içeren 

diğer bir yol, Jak-STAT’dır. Marrero ve arkada�larının 1999’da rat aortik düz kas 

hücrelerinde yaptıkları çalı�mada, hipergliseminin Ang II ile indüklenmi� Jak-STAT 

sinyalizasyonu üzerine olan etkileri ara�tırılmı�tır (9). Yüksek glukoz 

konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hücre kültürlerinde, normoglisemik 
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kültürlere göre, Ang II uyarımlı Jak ve STAT fosforilasyonunun artı�ı görülmü�tür. 

Hiperglisemik ko�ullarda özellikle Jak2’nin, hem fosforilasyonunda hem de  AT1 

reseptörü ile kompleks olu�umunda artı� gözlenmi�tir. Ara�tırmalarda 

hipergliseminin potansiyel etkileri sonucu tespit edilen bu artı�ların 

mekanizmasından bahsedilmemi�tir (10). VDKH’lerinde hiperglisemi ile artan Ang 

II uyarımlı Jak-STAT sinyalizasyonun hangi mekanizma üzerinden gerçekle�tiği 

konusunda bulgular yetersizdir. 

 

Diyabetik komplikasyonlarda VDKH’lerindeki hücre proliferasyonları 

çalı�ılırken Ang II uyarımlı Akt/PKB sinyal yolakları çalı�ılmı� ve 27,5 mM yüksek 

glukoz �artlarında Akt aktivasyonunda artı� saptanmı�tır (11). Akt 

aktivasyonlarındaki bu artı�ın AT1 reseptörleri ve EGF reseptörleri üzerinden olduğu 

öne sürülmü�tür. Normal glukoz �artları altında yapılan diğer çalı�malarda ise 

VDKH’lerinde Ang II uyarımı sonrasında aktifle�en Akt’nin vasküler hipertrofide 

önemli olduğu belirtilmi�tir (12-14). 

 

VDKH’lerinde birçok sinyal iletim yolu hiperglisemiye cevaben aktive 

olmaktadır. Bu yollar uygun bir �ekilde düzenlenmezse, VDKH’lerinin anormal 

büyümesine, migrasyona ve proliferasyona neden olabilecek potansiyeldedir. 

Böylelikle diyabette vasküler disfonksiyona neden olabilmektedir (�ekil 2.7).  

 

�ekil 2.7. Diyabet ili�kili vasküler hastalıklara neden olabilecek ana basamaklar (4).  

 

Son dönemlerde VDKH kültürlerinde Ang II’nin neden olduğu hücre 

proliferasyonu ve hücresel hipertrofiyi önleyebilmek için yeni strateji ve moleküller 

hedeflenmi�tir. Haider ve ark. 2002, 2003 ve 2005 yılında yaptıkları çalı�malarda 
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polifenolik bir bile�ik olan resveratrol’ün hücresel hipertrofi üzerine etkileri 

ara�tırılmı�tır (15, 16, 63). VDKH’lerinde resveratrolün hipertrofi üzerine etkilerinin 

ara�tırılmasına öncülük etmi� bu grubun çalı�malarında resveratrolün hücresel 

proliferasyonunu baskıladığı ve bu baskılanmadaki temel yolağın Akt proliferasyon 

yolağı olduğu öne sürülmü�tür. Ancak yüksek glukoz ko�ullarında resveratrolün 

VDKH’lerindeki etkisi ve proliferasyon yolakları henüz anla�ılamamı�tır.  

 

2.4. Resveratrol  
 Resveratrol (trans-3,5,4`-trihidroksistilbene) üzüm, fıstık ve dut gibi 

spermotofitlerde bulunur. Đlk defa 1963 yılında Polygonum cuspidatum’dan izole 

edilmi�tir. Çin ve Japon yerel kültürlerinde uzun yıllardan beri yer almasına rağmen 

1992 yılında kırmızı �arapta bulunduktan sonra dikkatleri üzerine çekmi�tir (64). 

Resveratrol üzümde oldukça yüksek konsantrasyonlarda bulunmaktadır.  

 

2.4.1. Sentezi 
 Resveratrol fenilalaninden birden fazla basamakla sentezlenir. (�ekil 2.8). 

Resveratrol biyosentezini stilben sentaz enzimi kataliz eder. Resveratrol bitkiler 

tarafından strese yanıt olarak üretilir ve normalde fazla miktarda üretilmez. 

Resveratrolün biyosentezi p-kumarol-CoA’nın p-kumarol kalıntısı ile malonil-

CoA’dan 3 adet C-2 alt ünitesinin dekarboksilasyonu ile kondensasyon sonucu 

olu�ur. Daha ileri reaksiyonları resveratrolün bifenolik halkasının 3. posizyonunda 

glikozil yada sülfat kalıntıları ile konjuge olmasıdır (65). 

 
�ekil 2.8. Resveratrolün Sentezi (54). 
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2.4.2. Emilimi 
 Resveratrolün büyük kısmı jejunumdan, az kısmı ileumdan emilir. 

Bazolateral tarafa transport edilen resveratrolün çoğu, glukuronid ve sülfat 

formlarına konjuge edilir. 

 

Tüm perfüze edilen resveratrolün ve konjugatlarının yalnızca % 6’sı barsak 

epitelini geçmektedir (65). Resveratrol diyet ürünlerinde cis ve trans �eklinde 

bulunur. Glikozile formu 3-O-β-D-glukozid’tir. Glikozilasyon resveratrolün 

enzimatik olarak oksidasyonunu önler ve böylece biyolojik etkinliğini korur, 

kararlılığını ve biyoyararlanımını arttırır. Barsak hücreleri sadece glikozile olmayan 

resveratrolü absorbe ettiği için emilim sürecinde glikozidazlar gerekir. Yiyecekteki 

glikolize olmayan ve glikozile resveratrolün göreceli oranları emilim hızını düzenler. 

Emilimi esnasındaki formu olan Trans-piseidin deglikozile edilmesi, ince barsakta 

laktaz florizin hidrolaz [Lactase phlorizin hydrolase (LPH)] ve sitozolik-ß-

glukozidaz [Cytosolicß- glucosidase (CBG)] tarafından olmaktadır. Enterositlere 

geçi�te trans–piseid’in 2 yolu vardır: Birinci yol apikal membran üzerinde bulunan 

LPH iledir. Lümene glikozile olmayan trans-resveratrol olarak salınır. Daha sonra 

kar�ı tarafa difüze olur. Đkinci yol sodyuma bağlı glukoz ta�ıyıcısı 1 [Sodium-

dependent glucose transporter1 (SGLT 1)] ile fırçamsı kenar (brushborder) 

membranını geçtikten sonra CBG ile glukozidlerin yıkımıdır. Deglikozilasyondan 

sonra trans-piseid’ten trans-resveratrol olu�umaktadır. Trans-resveratrol 

enterositlerde daha ileri metabolize edilir, olu�an yeni bile�ik glukuronik 

konjugatıdır. Major glukuronat trans resveratrol-3-O-β-glukuronidtir. 

Glukurokonjugat enterositlerden barsak lümenine salınır (�ekil 2.9) (66). 

 

 
�ekil 2.9. Resveratrolün emilimi (66). MRP2, multi-drug resistans protein 2. 
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2.4.3. Resveratrolün Dokulara Ta�ınması 
Resveratrolün hidrofilik konjuge hale gelmesi kana geçi�ini, vücutta 

dağılımını ve ekskresyonunu kolayla�tırır. Resveratrol ve metabolitleri karaciğer ve 

safra kesesi tarafından kandan filtre edilerek safra ile barsaklara atılır. Daha sonra 

geri emilime uğrar. Resveratrol oral yolla alındıktan kısa süre sonra kolonda bulunur. 

Ancak dokulara dağılımı birkaç saat alır. Resveratrol karaciğerde glukuronatlanır, 

karaciğer ve duedenumda sülfatlanır. Sülfatla konjugasyon resveratrolün 

biyoyararlanımında hız sınırlayıcı basamaktır. Diyetle alınan oral dozun % 70’i 

plazmada resveratrol ve konjugatları �eklinde tepe noktaya eri�ir; yarı ömrü dokuz 

saattir. Deği�memi� resveratrol eser miktarda plazmada saptanır (67). 

 

2.4.4. Resveratrolün Hücre Đçi Reseptörlere Bağlanması 
Resveratrolün hücre içi reseptörleri konusunda bilinenler çok azdır. Aril 

hidrokarbon reseptörüne (AhR) bağlanan digoksinin kompetetif antogonisti 

olabileceği gösterilmi�tir. Resveratrol, AhR’nin nukleusa tranlokasyonunu 

sağlamaktadır. Genistein ve resveratrol gibi fitoöstrojenler, insan östrojenleri ile bazı 

yapısal benzerlikler göstermekte ve östrojen reseptörüne bağlanabilmektedir. Bazı 

çalı�malarda da resveratrol ile östrojen reseptörleri arasındaki etkile�im gösterilmi�tir 

(68). Resveratrol, östrojenle ilgili genlerin ifadelenmesini indüklemek için estradiol 

ile kombine olduğunda “süperagonist” olarak fonksiyon görmektedir. Son yapılan 

çalı�malarda resveratrolün her iki izomerinin ılımlı konsantrasyonda (>10 �M) 

yalnızca süperöstrojen etkinliğine sahip olduğu; daha dü�ük konsantrasyonlarda (<1 

�M) antiöstrojenik etkilerinin bulunduğu gösterilmi�tir. Resveratrol meme kanseri 

hücrelerinde östrojen reseptör agonisti olarak rol oynamaktadır (69). 

 

2.4.5. Resveratrolün Atılımı 
Atılım zamanı plazmada bulunan resveratrolün konsantrasyonuna bağlıdır. 

Üretilen miktar ile atılan miktar arasında ili�ki yoktur. Çok küçük miktarda glikozile 

olmayan resveratrol idrarda bulunur. Böbrekte ba�lıca doğal formda bulunurken, 

idrarda konjuge formu büyük çoğunluktadır (65). 

 

2.4.6. Resveratrolün Sinyal Đletim Yolları ve Kardiyoprotektif Etkileri 
Resveratrol, mitogen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadını 

harekete geçirebilir. MAPK’ların yolun a�ağısına doğru hedefleri mitojenik pro-

enflamatuar enzimler ve nükleer transkripsiyon faktörleridir. Hücre içerisinde 

resveratrol farklı roller oynar. Resveratrol, protein kinaz C (PKC) fosforilasyonunu 

inhibe ederek yolun yukarısına etki eder. Resveratrol MAPK kaskadını etkinle�tiren 

diğer kinazları, fosfoinozitol 3-kinaz (PI3K) fosforilasyonunu ve protein kinaz B’nin 

(Akt/PKB) fosforilasyonunu inhibe eder. Bu olaylar ile resveratrol vasküler düz kas 

hücrelerinde p70S6K’nın fosforilasyonunu azaltır. Resveratrol ERK1/2/JNK/p38’in 

tirozin fosforilasyonunu ve vasküler hücrelerde nükleusa geçi�ini inhibe ederek 
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MAPK kaskadını a�ağıya doğru baskılar. Fosforilasyonun ve sitoplazmadan nükleusa 

geçi�in inhibisyonu vazokonstrüksiyon, anjiyogenez, çoğalma ve farklıla�ma ile ilgili 

genlerin ifadelenmesini azaltmaktadır (70, 71). 

 

Son yıllarda yapılan çalı�malarda resveratrolün kardiyoprotektif özelliği 

tespit edilmi�tir. Kardiyak hasarın akut ve kronik modellerinde, resveratrol 

miyokardiyal iskemi reperfüzyon hasarının �iddetini azaltmaktadır (69). 
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MATERYAL ve METOD 
 
 

3.1. Materyal ve Kimyasal Malzemeler  

Hank’s Balanced Salt Solutions (HBSS), kalsiyum klorid (CaCl2), hepes, 

elastaz, kollejenaz, soya tripsin inhibitör, bovine serum albumin, fetal bovine serum, 

L-glutamin,  penisilin-streptomisin ve DMEM Sigma’dan satın alındı.  

 

Tripsin-EDTA,  Biochrome’den satın alındı. Hücre kültüründe kullanılan 

petriler, flasklar ve 15 ml’lik plastik tüpler ile benzeri sarf malzemeler R&D Falcon 

firmasından satın alındı. 

 

Hücre kültüründe aktivatör olarak kullanılan Anjiyotensin II ve resveratrol 

Sigma’dan, inhibitörler ise Calbiochem’den satın alındı. AT1 antagonisti losartan, 

Merck Sharp&Dohme firması tarafından hediye edildi. 

 

Đmmünohistokimyasal analizler için Dako marka immünohistokimya kiti 

kullanıldı. Đmmünohistokimya için kullanılan primer ve sekonder antikorlar 

Sigma’dan alındı. 

 

Protein ölçümleri için Bio-Rad marka protein deney kiti, western blot için 

Bio-Rad Mini-Protean deney seti, sinyal dedeksiyonlarında Bio-Rad ve Pierce 

kemilüminesan kit, Milipor marka 0.45 µm por geni�liğindeki nitroselüloz 

membranlar kullanıldı. Membranlar filme aktarılırken Amersham marka yüksek 

kaliteli film ile filmlerin geli�tirilmesinde Illugater marka developer ve fiksatif satın 

alındı. Metanol Merck’den alındı. 

 

Western blot i�leminde kullanılan pERK primer antikoru Sigma’dan, 

pSTAT3, pAkt primerler antikorları, Anti-mouse Ig ve Anti-rabbit Ig sekonder 

antikorları Cell Signaling’den  satın alındı.  

 

3.2. Gereçler ve Ara�tırmanın Yürütüldüğü Birimler 
 Deneylerde kullanılan ve Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı’nda bulunan 

cihazlar ve özellikleri a�ağıda belirtilmi�tir. 

 

Spektrofotometre  : BioTek µQuant, Plate okuyucu 
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Santrifüj  : Beckman Coulter Microfuge 22R  

Santrifüj  : Nüve NF 400 

Đnkübatör  : Heraus HeraCell 150  

Sonikatör  : Bandelin sonopuls UV 2070 

Buzdolapları  : Đndesit (+4, -20 0C) 

Çalkalayıcı  : Biometra WT17 

pH Metre  : Hanna Đnstruments 

Su Banyosu  : Raypa  

Hassas Terazi  : Precisa WB220A 

Kaba Terazi  : Kern 440-43A 

Güç Kaynağı  : Power Pack 300, Bio-Rad 

Đnverted mikroskop : Olympus CKX 41 

Kültür Kabini  : Esco Class II BSC  

-80 0C Soğutucu : Hettich HS 2486 

Karı�tırıcı  : LabLine Thermal Rocker  

Karı�tırıcı  : Biometra WT17 

Manyetik Karı�tırıcı : Heidolph MR Hei-Standart  

 

Plastik ve cam malzemeler Akdeniz Üniversitesi Sterilisazyon Merkezinde 

steril edildi.  

  

Deneyde kullanılan 250-350 g ağırlığındaki erkek wistar ratlar Akdeniz 

Üniversitesi Deney Hayvanları Ünitesinden temin edildi. Vasküler düz kas 

hücrelerinin izolasyon i�lemleri, Akdeniz Üniversitesi Deney Hayvanları  Biriminde 

ve Biyokimya Anabilim Dalı Hücre Kültürü Laboratuvarında yapıldı. Akdeniz 

Üniversitesi, Deney Hayvanları Etik Kurulu’ndan onay alındı. 

  

Primer hücre kültürü i�lemleri, hücre proliferasyon ölçümleri, protein 

ölçümleri, immünositokimya ve western blot yöntemleri Akdeniz Üniversitesi 

Biyokimya Anabilim Dalı’nda yapıldı.  

 

3.3. Primer Aortik Düz Kas Hücrelerinin Đzolasyonu (72) 

 

3.3.1. Kullanılan Solüsyonlar  
 

Transfer Medyumu : 
Solüsyon 0,2 mM olacak �ekilde 2,94 mg CaCl2  tartılıp 10 ml HBSS içinde 

çözüldü. Çözelti steril 0,22 µm’lik filtrelerden geçirildi ve 90 ml steril HBSS eklenip 

final hacim 100 ml’ye tamamlandı. Total hacimde % 2 oranında 2 ml penisilin-

streptomisin (PS) antibiyotiği eklendi ve + 4 0C’de saklandı. 
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Enzim Ayrı�ma Solüsyonu (EAS) : 
Final hacim 4 ml olacak �ekilde steril HBSS solüsyonu içerisinde (Ca+2-Mg+2 

içermeyen) 0,2 mM Ca+2 (CaCl2), 15 mM Hepes (pH:7,2-7,3), 0,0625 mg/ml elastaz, 

0,25 mg/ml soya tripsin inhibitör (STĐ), 0,5 mg/ml kollejenaz, 2,0 mg/ml bovine 

serum albumin (BSA) çözüldü. Bunun için a�ağıdaki stok solüsyonlar hazırlandı.  

 

� CaCl2
 : Solüsyon 0,2 mM olacak �ekilde, 10 ml HBSS solüsyonu içerisinde 

2,352 mg CaCl2 çözüldü. Çözelti 0,22 µm’lik steril filtreden geçirildi ve steril olarak 

+4 0C’de saklandı. Final hacim 4 ml olacak �ekilde her kullanımda bu stoktan 0,5 ml 

alınıp enzim ayrı�ma solüsyonuna eklendi.  

 

� Hepes: Solüsyon 15 mM olacak �ekilde, 10 ml HBSS içerisinde 143,1 mg 

hepes çözüldü. Çözelti 0,22 µm’lik steril filtreden geçirildi ve steril olarak +4 0C’de 

saklandı. Final hacim 4 ml olacak �ekilde her kullanımda bu stoktan 1 ml alınıp 

enzim ayrı�ma solüsyonuna eklendi.  

 

� Elastaz: Steril toz �eklinde bulunan 5 mg tip E pankreatik elastaz (90 U), 5 

ml HBSS’de çözülür. Stok solüsyon, 10 adet 0,5 ml’lik steril plastik tüplere bölündü 

ve -20 0C’de saklandı. Her plastik tüp 2 kullanımlık olacak �ekilde ayarlandı. Her 

tüpte 0,0625 mg/ml elastaz olacak �ekilde, 250 µl stok solüsyon enzim ayrı�ma 

solüsyonu ile 4 ml’ye tamamlandı.  

 

� Soya Tripsin Đnhibitör (STĐ) : Solüsyon 0,25 mg/ml olacak �ekilde, 5 ml 

HBSS solüsyonu içerisinde 5 mg STĐ Tip I-S tartılıp çözüldü. Çözelti 0,22 µm’lik 

steril filtreden geçirildi ve +4 0C’de saklandı. Final hacim 4 ml olacak �ekilde her 

kullanımda bu stoktan 1 ml alınıp enzim ayrı�ma solüsyonuna eklendi.  

 

� Kollajenaz Tip I-A: Steril toz �eklinde bulunan 100 mg kollajenaz (125 U), 

12,5 ml HBSS’de çözüldü. Stok solüsyon 25 adet 0,5 ml’lik steril plastik tüplere 

bölündü ve -20 0C’de saklandı. Her tüp 2 kullanımlık olarak ayarlandı. Her tüpte 0,5 

mg/ml kollejenaz olacak �ekilde, 250 µl stok solüsyon, enzim ayrı�ma solüsyonu ile 

4 ml’ye tamamlandı.  

 

� Bovine Albumin : Solüsyon 2 mg/ml olacak �ekilde, 5 ml HBSS solüsyonu 

içerisinde 80 mg albumin tartılıp çözüldü. Çözelti 0,22 µm’lik steril filtreden 

geçirildi ve +4 0C’de saklandı. Final hacim 4 ml olacak �ekilde her kullanımda bu 

stoktan 0,5 ml alınıp enzim ayrı�ma solüsyonuna eklendi. 
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Bu stoklardan alınan hacimler, final hacim 4 ml olacak �ekilde Tablo 3.1’deki 

gibidir. 
 

Tablo 3.1. Enzim Ayrı�ma Solüsyonu Bile�enleri ve Miktarları 

 

STĐ HEPES Ca+2 BSA ELASTAZ KOLLAJENAZ HBSS TOPLAM 

1 ml 1 ml 0,5 ml 0,5 ml 250 µl 250 µl 0,5 ml 4 ml  

 

3.3.2. Metod 
 

Hücrelerin Đzolasyonu : 
Ratlar, steril ko�ullar altında eter anestezisi uygulanarak torasik aorta ve 

abdominal aortanın üst kısmı disseke edildi. Aorta buz içinde transfer medyumu 

içeren steril bir petri içine alındı. Disseksiyon mikroskobu altında aortanın dı� 

kısmındaki yağlar ve venöz yapılar (adventisya) temizlendi. Aorta boyuna kesilip 

aortun iç kısmı pamuklu bir çubuk ile hafifçe sıyrıldı. Bu sayede aortun lümenine 

bakan tek katlı epitel dokusu ortamdan uzakla�tırıldı. Adventisya ve endotel 

ortamdan uzakla�tırıldıktan sonra aorta transfer medyumu ile yıkanıp içinde transfer 

medyumu bulunan 1,5 ml’lik plastik tüpe alındı. Plastik tüp buz içinde hücre 

kültürünün yapıldığı ortama ta�ındı. 
 

3.4. Primer Aortik Düz Kas Hücrelerinin Kültürü (72) 
 

3.4.1. Kullanılan Solüsyonlar: 
 

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Dengeli Tuz Solüsyonu): 
Kalsiyum ve magnezyum içermeyen HBSS solüsyonu 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/L D-glukoz içermektedir. 

 

Tripsin-EDTA: 
 Solüsyon % 0.05 (w/v) Tripsin  ve 0.02% (w/v) EDTA içermektedir. 
 

Penisilin-Streptomisin Solüsyonu: 
100 mL’lik penisilin-streptomisin solüsyonu 10,000 U penisilin, 10 mg 

streptomisin içermektedir. 
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Medyum (Besi Yeri) Hazırlanması:  
Besi yeri olarak Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kullanıldı. 

Solüsyon 500 ml medyum içerisinde %10 v/v fetal bovine serum (FBS), %1 v/v 

penisilin-streptomisin, 0,584 g/L L-glutamin, 25 mM Hepes içerecek �ekilde 

hazırlandı ve steril hale getirildi. Hücre beslemede kullanılan standart medyumlar 1,0 

g/L glukoz içermektedir (5,5 mM). Yüksek glukoz ile yapılan deneylerinde ise 

medyumun glukoz içeriği 4,5 g /L’dir (25 mM). 

 
3.4.2. Metod 
 
Düz Kas Hücrelerinin Kültürü: 

Plastik tüp içindeki temiz aorta steril kültür kabini içerisinde doku petrilerine 

transfer edildi. Aorta iki adet steril bistüri yardımıyla toplu iğne ba�ı büyüklüğünde 

küçük parçalara ayrıldı. Daha önceden hazırlanmı� ve 37 0C sıcaklığa getirilmi� 4,0 

ml EAS petriye eklendi ve 45 dakika hafifçe çalkalanarak inkübe edildi. 45 dakika 

sonra 10 ml’lik plastik enjektöre çekilen doku süspansiyonu 5-6 kez 14 µm’lik çelik 

uçlu kanülden geçirilir. Petri kabına EAS’nin 2 katı (8 ml) medyum eklenip tamamı 

200g’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında dipteki pellet 3 ml medyum ile 

resüspanse edilip 12,5 cm2  lik flaska ekildi. Flask 37 0C’de nemlendirilmi� %5 CO2-

% 95 atmosfer hava içeren inkübatörde inkübe edildi. Đlk hücrelerin flaskta 

görünmesi için 3-5 gün beklendi. Bu zaman içerisinde hücrelerde herhangi bir 

enfeksiyonun olup olmadığı kontrol edildi. Mikroskop ile bakıldığında ilk hücrelerin 

tutunduğu göründüğü gün veya en geç 4-5. günün sonunda, ortamdaki doku 

yıkıntıları ve hücre atıklarını ortamdan uzakla�tırmak için, medyum 4 ml taze 

medyumla deği�tirildi. Medyumlar 48-72 saat aralıklar ile rutin olarak deği�tirildi.  

 

Hücrelerin Pasajlanması (Tripsinizasyon): 
Pasajlanacak olan hücrelerin bulunduğu kültür kabının medyumu çekilip 

Hücreler 37 0C’ye getirilmi� 5 ml HBSS ile 1 kez yıkandı. HBSS aspire edilip yüzeyi 

kaplayacak kadar tripsin-EDTA ile 37 0C’lik etüvde 5 dakika inkübe edildi. Tripsinin 

etkilerini ortadan kaldırmak için flaska 4 ml medyum eklenip solüsyon santrifüj 

tüpüne alındı. 200g’de 5 dakika santrifüj edildi. Dipteki pelet 1 ml medyum ile 

süspanse edildi. Hücre sayımı yapıldı ve hücrelerin kullanım yerine göre hücreler 

belli sayıda pasajlandı. 
 

Hücre Sayımı ve Hücre Canlılığı Testi:  
Hücre sayımı için hücre kabı içerisindeki hücreler tripsinize edildi ve santrifüj 

sonrası dipte olu�an pellet 1 ml medyum ile süspanse edildi. Süspansiyondan 10 µL 

alındı ve üzerine 40 µL medyum konularak süspansiyon 1/5 dilüe edildi. Dilüe 

süspansiyondan 10 µL Thoma lamına damlatılıp 5 farklı alan sayıldı ve her alandaki 

hücre sayıları toplandı. Toplam hücre sayısı 5’e bölündü ve 1 alandaki ortalama 
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hücre sayısı bulundu. Bir alandaki ortalama hücre sayısı dilüsyon faktörü olan 5 ile 

çarpıldı. Sonuç  104 ile çarpılıp 1 ml’deki hücre sayısı hesaplandı. 

 

10 µl dilüe hücre süspansiyonu, 10 µl % 0,5’lik tripan blue  ile süspanse 

edildi. Hücreler Thoma lamına alındı ve mikroskopta 20X’lik büyütmeyle incelendi. 

Membranı mavi boyanan hücreler ölü, boyanmayan hücreler canlı olarak kabul edilip 

canlı ve ölü hücreler sayıldı. 

 

3.5. Vasküler Düz Kas Hücrelerinin Đmünositokimyasal Karakterizasyonu  
  

3.5.1. Hücrelerin Đmmünositokimya Preparatları Haline Getirilmesi 
Deneyde kullanılan lamlar % 70’ lik alkolden geçirildi. Distile su ile yıkandı, 

kurutuldu ve otoklavlandı. Steril lamlar üzerine steril ortamda hidrofobik kalemle 2 

alan i�aretlendi. 25 cm2’lik hücre flaskı tripsinize edildi ve santrifüj sonrası dipte 

kalan pellete 2 ml medyum eklenip resüspanse edildi. Đ�aretli alanlara bu 

süspansiyondan 100 µl ekildi. Lamlar büyük steril petrilere konuldu ve ağzı kapalı 

olacak �ekilde etüvde inkübe edildi.  

  

 Preparatların bir gün sonra medyumu deği�tirildi ve hücre yoğunlukları 

kontrol edildi. Hücreler tamamen cama tutunduktan ve yüzeyi kapladıktan sonra 

hücre medyumu çekildi ve Ca+2-Mg+2 içermeyen HBSS ile yıkandı. Steril PBS ile 

tekrar yıkanan lamlar oda ısısında 3 gün kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatlar -20 
0C’ye kaldırıldı. Preparat üzerinde tutunan hücre olup olmadığını anlamak için 

hematoksilen-eozin boyasıyla preparatların bir kısmı boyandı ve hücre dağılımlarına 

bakıldı. 

 

 Đmmünohistokimyasal analizler için preparatlar 3 gruba ayrıldı. 

 

1. Vasküler düz kas hücrelerini göstermek için düz kas hücrelerine spesifik α- 

aktin boyamaları yapıldı. 

2. Đzotip kontrolleri için sekonder antikor olarak kullanılan fare kaynaklı 

IgG2a’nın boyamaları yapıldı. 

3. Normal boyama kontrolü için PBS ile kontrol grubu çalı�ıldı.  

 

3.5.2. Kullanılan Solüsyonlar 

 Đmmünohistokimya için hazır kit, düz kas boyamaları için fare kökenli α-düz 

kas spesifik aktin antikoru, antikor dilüsyonları için antibody dilüent, sekonder 

antikor olarak da fare kökenli horse radish peroksidaz enzimiyle i�aretli IgG2a 

antikoru kullanıldı.  
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TBS Stok Solüsyon (Tris Buffer salin, 10 X konsantre): 
 TBS solüsyonu hazırlamak için 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 ml distile 

suda çözündü. Solüsyonun pH’sı HCl ile 7,4’e ayarlanır. Final hacim 1000 ml olarak 

distile su ile tamamlandı. 

 

TBS  (1 X): 
 TBS stok solüsyondan (10X ) 100 ml alınıp 1L’ye tamamlandı. 

 

3.5.3. Metod 
Đmmünohistokimyasal analiz için a�ağıdaki protokol takip edildi. 

 

� Hazırlanan preparatlar aseton tanklarına konuldu ve 5 dakika oda ısısında inkübe 

edildi.  

� Aseton tanklarından çıkarılıp 20 dakika oda ısısında kurutuldu.  

� TBS ile oda ısısında 3 kez 5 dakika yıkandı.  

� 5 dakika bloklama solüsyonuyla bloklandı. 

� Primer antikor damlatılıp 45 dakika beklendi.  

� 3 kez TBS ile 5 dakika yıkandı.  

� Sekonder antikor eklenip 30 dakika beklendi.  

� 3 kez TBS ile 5 dakika yıkandı.  

� Sekonder antikora bağlanması için enzim (biyotin- HRP kompleksi) verildi ve 30 

dakika inkübe edildi.  

� Enzime Amino Etil Karbizol (AEC) substratı verilip 3-5 dakika inkübe edildi.  

� Preparatlar TBS ile yıkandı, kurutuldu ve kayser jelatin ile kapatılıp karanlıkta 

buz dolabında saklandı.  

� Preparatlar mikroskop altında incelenip fotoğraflandı.  

 

3.6. VDKH Kültürlerinin Western Blot Analizi için Lizatlarının Hazırlanması 
 

3.6.1. Kullanılan Solüsyonlar 
 

Enzim Ayrı�ma Tamponu:  
Enzim ayrı�ma tamponu 25 mM Tris HCl, pH 7,4, %1 Triton X-100, %10 

Gliserol, 10 mM sodyum pirofosfat, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM 

Fenilmetilsülfonil florid, 10 �g/ml Leupeptin içermektedir. 

 

PBS (Fosfat Tamponlu Salin, 10X konsantre): 
 10X konsantre PBS için 2 g KCl, 80 g NaCl, 14,4 g Na2HPO4, 2 g KH2PO4 

tartılıp 1 L distile suya tamamlandı. pH’sı 7,4’e ayarlanır. Kullanım esnasında 1:10 

oranında sulandırıldı.  
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3.6.2. Kullanılan Aktivatör ve Đnhibitörler 
 

Anjiyotensin II: 
Toz halindeki 1 mg Ang II 9,5 ml distile suda çözüldü (1 x 10-4 M) ve 120 

µl’lik aliquatlara bölünüp -20 0C’de saklandı. Kullanım esnasında 2 ml serum 

içermeyen medyuma 100 nM konsantrasyon için 20 µl eklendi. 

 

Losartan: 
 Toz halindeki losartan 4,6201 mg tartılıp 10 ml PBS içinde çözüldü (10-3 M ). 

500 µl’lik aliquatlara bölünüp -20 0C’de saklandı. Đnhibisyon ortamında  10-5 M 

olacak �ekilde dilüe edilerek kullanıldı. 

 

AG1478:  
 Toz halinde satın aldığımız inhibitörün 1600 µM’lık ara stoğu DMSO içinde 

hazırlandı. -20 0C’de saklandı. Đnhibisyon ortamında  1 µM olacak �ekilde dilüe 

edilerek kullanıldı. 

 

PD09805:  
 Toz halindeki inhibitörün 9353,5 µM ara stoğu hazırlandı. 

  
Resveratrol: 
 Toz halindeki resveratrolden, direk ı�ığa maruz bırakmadan, 4,56 mg tartılıp 

500 µL’de çözüldü (40.000 µM). 50 µLlik aliquatlara bölünüp karanlıkta +4 0C’de 

saklandı.  4 hafta içerisinde aliquatlar kullanıldı. ∼ 1/1000 medyumla dilüe edilerek 

hücrelere uygulandı. 

  

3.6.3. Metod 
Düz kas hücreleri 60 mm ve 100 mm petrilere pasajlandı ve % 60-70 

yoğunluğa gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Normal glukoz inkübasyonları için 

normal glukozlu medyumla, yüksek glukoz inkübasyonları için yüksek glukozlu 

medyumla hücreler 48 saat inkübe edildi. Ardırdan hücreler gece boyu serum 

içermeyen medyuma bırakıldı. Petriler deney planına uygun inhibitör ve aktivatörler 

ile belirli zaman periyotlarında inkübasyona bırakıldı. Đnkübasyonu bitirmek için buz 

üzerinde medyum hızlı �ekilde aspire edildi. 1X PBS ile 2 kez yıkandı.  Buz 

soğukluğunda proteaz inhibitör kokteyl ve fosfataz inhibitörü içeren lizis 

tamponunundan 200-400 µl eklendi. Hücreler kuyucuklardan kazıyıcısı yardımıyla 

kazındı ve plastik tüplere toplandı. Ultrasonik homojenizatör ile 9000 rpm’de 10 

saniye sonike edildikten sonra +4 0C’de 12500 rpm’de 25 dakika santrifüj edildi. 

Temiz süpernatan kısmı western analizi için kullanıldı.  
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3.7. Protein Miktarının Tayin Edilmesi 
 

3.7.1 Mikro BCA (Bisinkoninikasit) Deney Kitinin Prensibi 
Proteinlerin peptid bağları OH- iyonu varlığında Cu+2 iyonlarıyla reaksiyona 

girip Cu+-kompleksi olu�turur. Cu+-kompleksi  bisinkoninikasit ile reaksiyona 

girerek pembe renkli BCA- Cu+ kompleksi’ni olu�turur. Olu�an pembe renk 562 nm 

dalga boyunda spektrofotometre’de okunur. 

 

Protein (peptid bağları) + Cu+2                Tetradentat + Cu+- kompleksi 

 

 

Cu+-kompleksi + Bisinkoninikasit (BCA)    BCA-Cu+ kompleksi  

      (Pembe renkli) 

 

3.7.2. Protein Miktar Tayininda Kullanılan Standart Grafiğin Hazırlanması  
Satandart olarak kullanılan BSA (Bovine Serum Albumine) 0,2 mg/ml kitin 

içinde hazır verildi. Bu stoktan dilüsyonlar yapılarak standarlar hazırlandı. 

Hazırlanan standartlar 200 µg/ml, 40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml, 2,5 µg/ml, 

1 µg/ml, 0,5 µg/ml’dir. 

 

Protein ölçümü için kitin içinde hazır olarak verilen MA, MB, MC 

solüsyonları 25:24:1 (v/v) oranında karı�tırılarak working reagent (WR) hazırlandı.  

 

96- kuyucuklu petrilere 100 µl standart ve 100 µl WR pipetlenerek karı�tırıldı 

ve 37 0C’de 2 saat inkübe edildi. 2 saat inkübasyon sonrasında standartlar kendi 

körüne kar�ı 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede aynı anda okundu. Tüm 

protein standartları çift çalı�ıldı ve sonuçların ortalamaları alındı. Okunan absorbans 

değerlerine göre standart grafiği çizildi (�ekil 3.1). Elde edilen doğru yardımıyla 

sonuçlar mililitredeki mikrogram protein miktarı olarak saptandı.  
 

 

OH- 
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�ekil 3.1. Protein Standart Grafiği 

 

3.7.3. Numunelerin Protein Miktar Tayini 
Hücre kültürlerinden hazırlanan lizatlar protein tayini için kullanıldı. 

Hazırlanan her bir lizattan 5 µl alınıp 95 µl distile su ile tamamlanıp numune 1:20 

oranında dilüe edildi 100 µl numune üzerine 100 µl WR pipetlendi ve 37 0C’de 96- 

kuyucuklu petrilerde 2 saat inkübe edildi. Đnkübasyon sonucunda numuneler çift 

kontrollü olarak spektrofotometrede 562 nm’de körüne kar�ı okundu. Elde edilen 

absorbans değerleri, standart grafiğin yardımı ile örneklerin mililitresindeki 

mikrogram protein miktarının tayininde kullanıldı. Sonuçlar hesaplanırken dilüsyon 

oranı olan 20 ile çarpıldı. 

 

3.8. SDS-PAGE ve Western Đmmünblot Analizi: 
Rat aortik düz kas hücre kültürlerinde normo-glukoz (NG) ve yüksek-glukoz 

(YG; HG) �artlarında, Ang II uyarımı sonrasındaki pAkt, pERK ve pSTAT3 

fosforilasyonları ve resveratrolün bu proteinler üzerindeki etkileri western blot 

tekniği uygulanarak belirlendi. 

 

3.8.1. Elektroforez Jelinin Hazırlanması 
 

Solüsyonların Hazırlanması: 
 

Ayrı�ma jeli tamponu ( Resolving Buffer ) (1,5 M Tris pH 8,8): 
Tris 9,085 g tartıldı ve 20 ml distile su içinde çözüldü, pH 1,5 M HCl ile 8,8’e 

ayarlandı ve final hacim 50 ml’ye tamamlandı. 0,2 g SDS tartılıp solüsyona eklenip 

çözüldü. Solüsyon +4 0C’de saklandı. 
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Yükleme jeli tamponu ( Stacking Buffer ) (0,5 M Tris, pH 6,8): 
Tris 6,05 g ve 40 ml distile su içinde çözüldü, pH 1 N HCl ile 8,8’e ayarlandı. 

0,4 g SDS tartılıp bu solüsyonda çözüldü. Solüsyon +4 0C’de saklandığında 1 ay 

stabildir. 
 

Akrilamid – Bisakrilamid Solüsyonu: 
 Akrilamid 30 g ve bisakrilamid 0,8 g tartıldı, 100 ml distile su içinde 

çözündü. 

  

Amonyum persülfat (%10; APS): 
 Amonyum persülfat 50 mg tartıldı ve 0,5 ml distile su içinde çözündü. 

 
TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin): 
 Amonyum persülfattan serbest radikaller olu�masını sağlayarak akrilamid ve 

bis akrilamidin polimerizasyonunu katalizleyen hazır solüsyon kullanıldı. 
 

Jelin Hazırlanması ve Gerekli Kimyasalların Miktarı: 
Bu çalı�mada, ayrı�ma ve yükleme kısımlarından olu�an iki farklı akrilamid 

jel kullanıldı. 

 

Ayrı�ma Jeli (%10 ve %12’lik): 
Ayrı�ma Jeli Tablo 3.2’de gösterilen kimyasalların belirtilen �ekilde 

karı�tırılması ile elde edildi. 
 

Tablo 3.2.  Ayrı�ma jeli tamponu ve miktarları 

 % 10 %12 

Distile Su 3,125      ml 2,625 

Resolving buffer (pH: 8,8) 1,875      ml 1,875 

Akrilamid  2,5          ml 3,000 

% 10 APS 0,025      ml 0,025 

TEMED 0,005      ml 0,005 

 

Yükleme Jeli (%5): 
Tablo 3.3’ te verilen miktarların karı�tırılması ile elde edildi. 
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Tablo 3.3.   Yükleme jeli tamponu ve miktarları 

 % 5 

Distile Su 1,525   ml 

Stacking buffer (pH: 6,8) 0,625   ml 

Akrilamid 0,325    ml 

% 10 APS 0,0125  ml 

TEMED 0,0025  ml 

 

Jelin Dökülmesi Đ�lemi 
 

• Jelin döküleceği camlar, üzerlerinde olabilecek partiküllerin jeli bozmaması ve 

proteinlerin düzgün bir �ekilde yürümesini sağlamak için distile su ile yıkandı, % 

70’lik alkolden geçirildi ve kurutuldu. 
 
• Camlar hazırlanıp jel yükleme aygıtına yerle�tirildi. Ayrı�ma jelinin ilk 3 

solüsyonu karı�tırılıp ve 5 dakika beklendi. APS ve  TEMED eklendikten hemen 

sonra jel karı�tırılıp camlar arasına üstten 1-1.5 cm kalacak �ekilde döküldü.  
 

• Jel oda ısısında yakla�ık 45 dakika sonra katıla�tı. Üst jelin (yükleme jeli)  ilk 3 

solüsyonu karı�tırıldı. Alt jelin üzerindeki distile su bo�altılarak kurutma kağıdı 

ile kurutuldu. 
 

• Đki cam arasına 10 kuyucuklu tarak yerle�tirildi. Üst jele, APS ve TEMED 

eklendi ve hızlı bir �ekilde karı�tırılarak iki cam arasına tarakların içinde hava 

kalmayacak �ekilde döküldü.  
 

• Üst jel oda ısısında tamamen donduktan (yakla�ık 20 dakika) sonra camlar 

kıskaçların içerisinden çıkarıldı. 
 

• Jelin içerisinde bulunduğu camlar üzerinde kutupların bulunduğu kıskaçların 

içine yerle�tirildi ve elektroforez tankına alındı üzerlerine 1X Elektroforez 

Çalı�ma Tamponu (ERT) tamponu doldurulup taraklar çıkartıldı. 
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3.8.2. Elektroforez Đ�lemi 
 

Solüsyonların Hazırlanması: 
 

Leamli Tamponu (Loading Dye, 5X konsantre): 
Laemli tamponu için 10 ml gliserol, 10 ml % 10 SDS, 1,25 ml 1 M pH 6,8 

Tris, 7,5 ml β-merkaptoetanol ve brom fenol blue karı�tırılıp 50 ml distile suya 

tamamlandı. Numune ile 1:5 oranında dilüe edilir. 

 

Çalı�ma Tamponu ( Elektroforez Running Buffer, 5X Stok Solüsyon): 
Tris 15 g, 72 g Glisin, 5 g SDS tartılır, 1000 ml distile su içinde çözüldü. 

Elektroforez a�amasında  bu stok solüsyon 1:5 oranında dilüe edilir. 
 

Elektroforeze Konacak Örneklerin Hazırlanması: 
• Protein miktarları tayin edilmi� lizatlar -20 oC’den alınarak buz içeren bir kaba 

konuldu. 

 

• Jel kuyusuna yüklenecek olan 25 µl içerisinde 15-45 µg protein olacak �ekilde 

her numuneden çekilip lizis tamponu ile ayrı bir tüpün içerisinde 60 µl'ye 

tamamlandı. Üzerine 15 µl 5X laemli sample buffer pipetlenip vortekslendi. 

 

• Hazırlanan örnekler 5 dakika ısıtıcı bloklarda kaynatıldı. Elektroforeze 

yüklenmeden önce oda sıcaklığına gelmesi beklendi. 
 

Elektroforez  Đ�lemleri: 
• Elektroforez  jelinin ilk kuyucuğuna protein markırı, devamına örnekler yüklendi. 

 

• Elektroforez 80 V, 65 mA’de SDS-PAGE’de yürütüldü.   

 

• Yükleme boyası jelden çıktığında elektroforez sona erdirildi. Yükleme jeli 

kesilerek atıldı. 

 

• Proteinleri içeren ayırma jeli blotlama tamponuna konuldu. Bu a�amadan sonra 

jel, proteinlerin membrana transferi için hazır hale geldi. 
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3.8.3. Elektroforez Jelinin Membrana Aktarılması  
 

Solüsyonların Hazırlanması: 
 

Blotlama Tamponu (Bloting Buffer 1 L, 10X stok solüsyon):  
 Tris 12,11 g, 30 g glisin, 1 g Etilen Diamin Tetra Asetikasit (EDTA) tartıldı 

ve 1 L distile suda çözüldü. Kullanım esnasında 10X tampon 1X haline 

dönü�türülürken % 10 metanol eklendi. 

 

Metanol: 
 Transfer sırasında membranın �i�mesi ve yapı�an proteinlerin korunabilmesi 

için gereklidir.  

 

Đ�lemler:  

• Nitroselüloz membran, blotlama kağıtları ve süngerler buz soğukluğundaki 

bloting tamponu ile ıslatıldı ve 10 dakika tamponda bekletildi.  
 
• Sandviç aparatının arasına gelecek �ekilde en alta (–) kutup olmak �artıyla, 

transfer tamponu ile doyurulmu� sünger konuldu. 
 
• Süngerin üzerine blotlama kağıdı onun üzerine jel yerle�tirildi.  
 
• Jelin üzerin hava kabarcığı kalmayacak �ekilde nitroselüloz membranla kapatıldı.  

 

• Üzerine blotlama kağıdı onun üzerine sünger konularak sandviç tamamlandı. 
 
• Hazırlanan sandviçin anot kutbu anota, katot kutbu katota bakacak �ekilde, 

elektroforez tankına yerle�tirildi. Tank blotlama tamponu ile dolduruldu. 
 
• Tüm numuneler 1 saat 15 dakika +4 oC’ de 250 mA’ de blotlandı. 

 

3.8.4. Membranların Antikor ile Đ�aretlenmesi  
 

Solüsyonların Hazırlanması: 
 
TBS Stok Solüsyon (Tris Buffer Salin, 10X konsantre): 
 TBS solüsyonu hazırlamak için 60,55 g Tris, 87,66 g NaCl 800 ml distile 

suda çözünür. pH, HCl ile 7,4’e ayarlanır. Final hacim 1000 ml olarak distile su ile 

tamamlandı. 
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TBS  (1X): 
TBS stok solüsyondan (10X ) 100 ml alınıp 1 L’ye tamamlandı. 

 

TBST  (1X): 
TBS stok solüsyondan (10X) 100 ml alınıp 1 L’ye tamamlandı. Bu solüsyona 

1 ml Tween-20 eklendi ve iyice karı�tırıldı. 

 

% 5’ lik Süt Tozu Çözeltisi (Bloklama Çözeltisi): 
%5’lik bloklama çözeltisi için 0,5 g yağsız süt tozu tartılarak 10 ml TBS 

içerisinde çözüldü. Solüsyon 10 dakika magnetik karı�tırıcıda karı�tırılarak tam 

çözünmesi sağlandı.   

 

Fosfo-p42/p44 MAPK  Primer Antikoru: 
Primer antikor -20 oC’de saklandı. Kullanım esnasında 1:5000 dilüsyon 

kullanıldı. 10 ml TBST içinde 0,5 g yağsız süt tozu çözündü ve 2 µl primer antikor 

eklendi.  

 

Fosfo-Akt  Primer Antikoru: 
 Antikorun ana stoğu -20 oC’de saklandı. Çalı�ma solüsyonlarında 1:1000 

dilüsyon kullanıldı ve antikor %5 BSA içeren 1X TBST’de dilüe edildi. 

 

Fosfo-STAT3  Primer Antikoru: 
 Antikorun ana stoğu -20 oC’de saklandı. Çalı�ma solüsyonlarında 1:1000 

dilüsyon kullanıldı ve antikor %5 BSA içeren 1X TBST’de dilüe edildi. 

 

HRP (Horse -Radish Proksidaz) konjuge anti-mouse Ig G: 
Enzim i�aretli, fare kökenli sekonder antikor -20 oC’de saklandı. 1:2000 

oranında dilüe edilerek kullanıldı. MAPK için bloklama solüsyonunda, Akt ve 

STAT3 için direkt TBST içerisinde çözülerek kullanıldı.  

 

ECL (Enhanced Chemiluminescence): 
ECL-1 ve ECL-2 olmak üzere kit içinde bulunan kromojenik solüsyon 1:1 

oranında karı�tırıldı. Kit +4 oC’de saklandı ve kullanım esnasında oda sıcaklığına 

getirildi. 
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Đ�lemler: 
� Membran TBST ile yıkandı ve membranın yüzeyini örtecek �ekilde bloklama 

çözeltisi ilave edilerek 1 saat oda ısısında hafifçe çalkalandı.  

 

� TBST ile 10 dakika 3 kez yıkandı. 

 

� Primer antikor ile membran tüm gece +4 0C’de inkübe edildi. 

 

� Đnkübasyon bitiminde membran 3 kez 5 dakika TBST ile yıkandı.  

 

� Membran sekonder antikorun belirtilen çalı�ma dilüsyonlarında oda ısısında 2 

saat çalkalanarak inkübe edildi. 

 

� Đnkübasyonun ardından membran 6 kez 5 dakika yıkandı. 

 

� Membranların fazla suyu alınarak hızlı bir �ekilde temiz ve düzgün bir yüzeye 

yerle�tirildi. Üzerine 1:1 oranında karı�tırılan ECL-1 ve ECL-2 tüm yüzeyi 

kaplayacak �ekilde yayıldı ve 5 dakika inkübe edildi. 

 

� Đnkübasyunun bitiminde membranlar kasete yerle�tirilip olu�an sinyaller filme 

alındı.  

 

3.8.5. Membrandaki Sinyallerin Filme Aktarılması 
 

Kullanılan Solüsyonlar: 
 

Developer: 
Developer 1:10 oranında dilüe edilerek kullanıldı.  

 

Fiksatif: 
Fiksatif 1:10 oranında dilüe edilerek kullanıldı.  

 

Đ�lemler: 
� Kaset içerisindeki membranların üzerine karanlık odada film konuldu ve 10 

dakika beklendi. 

 

� Sürenin sonunda kaset açıldı ve film membranın üzerinden alınıp karanlıkta 

developer içine konuldu. Filmin üzerinde sinyaller görününceye kadar hafifçe 

sallandı.  

 

� Daha sonra film developerdan alınıp fiksatife konuldu.  
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� Fiksatiften çıkan film distile suyla yıkandı ve kuruması için temiz bir yere asıldı. 

Filmler protein standartlarına göre değerlendirildi.  

 

3.8.6. Sinyallerin Grafik Haline Dönü�türülmesi ve Değerlendirilmesi 
 

Filme aktarılan sinyaller, bilgisayar ortamında Windows 7 i�letim sisteminde 

çalı�an Scion Image (Beta 4.0.3 versiyonu) programı ile taranıp Microsoft Office 

Excel (2007) programı ile sütun grafiği grafik haline dönü�türüldü. Kontrolün band 

yoğunluğu 100 birim kabul edildi ve her gruptaki diğer bandlar 100 birim üzerinden 

değerlendirildi. Birbirinden bağımsız yapılan en az 3 deneyin sonuçları grafik haline 

getirildi ve sonuçlar ortalama değer ± standart sapma olarak gösterildi. 

 

3.9. VDKH’lerinde Hücre Proliferasyonları Ölçümleri 
 

3.9.1 WST-1 Deneyinin Prensibi 
 

 VDKH’lerinde uygulanan inhibitör ve aktivatörlere cevap olarak deği�en 

hücre proliferasyonlarının saptanması için WST-1 ölçümleri yapıldı. Deneyin 

prensibi, bir tetrazolyum tuzu olan WST-1’in [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-

(2,4 disülfofenil)-2H tetrazolyum], elektron ta�ıyıcı reaktif içerisinde mitokondriyal 

süksinat tetrazolium redüktaz sistem varlığında  koyu kırmızı renkli formazana 

indirgenmesi esasına dayanır (�ekil 3.2). Canlı hücrelerin metabolik aktiviteleri 

üzerine kurulu bir sistem olduğu için formazandan dolayı olu�an koyu kırmızı renk, 

canlı hücre sayısıyla  doğru orantılıdır. Olu�an kırmızı rengin yoğunluğu 440 nm’de 

(referans dalga boyu 600 nm) spektrofotometrede ölçülür. Nonradyoaktif olan WST-

1 deneyi, hücre proliferasyonu ve sitotoksisitesi deneylerinde canlı hücrelerin 

sayısının tayin edilmesine izin veren hassas kolorimetrik bir ölçüm yöntemidir.  

 

 
�ekil 3.2.WST-1’in prensibi: WST-1, EC (elektron ta�ıma reaktifi) ve RS (mitokondriyal süksinat 

tetrazolium redüktaz sistem) bulunduğu ortamda koyu kırmızı renkli formazan olu�turur. 
Olu�an renk 440 nm’de spektrofotometrede okunur. 
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 3.9.2. WST-1’in Deney Prosedürü 

� Hücreler Tripsin-EDTA ile flasktan kaldırılıp 200g’de 5 dakika santrifüj 

edilerek hücre peleti elde edilir.  
 

� %10 FBS içeren medyum ile süspanse edilen hücreler, 200 µl medyum 

içerisinde 5.000 hücre/kuyu olacak �ekilde 96-kuyucuklu steril hücre 

kaplarına ekilir. 96-well içerisinde hücrelerin bir kısmı normal glukozlu (NG) 

medyum ile ekilirken bir kısmı yüksek glukozlu (YG) medyumla ekilir ve 48 

saatlik yüksek glukozun ön-inkübasyonuna bırakılmı� olur. 
 

� Ardından hücreler serumdan yoksun NG ve YG’lu medyumla (%0,01 FBS 

içeren) yıkanıp 100 ml NG ve YG’lu serum içermeyen medyum (SFM) içinde 

istenilen  süre ve dozlarda (24 ve 48 saat; 50 ve 100 µM) resveratrol 

inkübasyonuna bırakılır.  

 

� Resveratrol inkübasyonunun ardından hücreler 100 ml serum içermeyen 

medyum içerisinde 24 saat Ang II inkübasyonuna bırakılır. Ang II uyarımı 

boyunca resveratrol ortamda tutulur. 

 

�  Spesifik yolak inhibitörlerinin bulunduğu ortamda Ang II uyarımı 

ara�tırılacaksa bu inhibitörler Ang II uyarımından 30 dakika önce ortama 

eklenerek i�lem yapılır ve Ang II uyarımı boyunca istenilen 

konsantrasyonlarda ortamda bulundurulur. 

 

� 24 saatlik Ang II inkübasyonunun bitmesinin ardından tüm inkübasyonlar 

tamamlanır ve hücre medyumları 100 mL taze SFM ile deği�tirilir. Üzerlerine 

10 µL WST-1 pipetlenerek %5 CO2 ve %95 nemlendirilmi� hava içeren 

inkübatörde 37 0C’de 4 saat inkübe edilir. 
 

� Canlı hücrelerde  olu�an koyu kırmızı formazanın absorbans değerleri, 

mikroplate okuyuculu spektrofotometrede hücre içermeyen körüne kar�ı 

okunur. Proliferasyon ölçümleri, her bir deneyde üçlü tekrar olmak üzere, 

birbirinden bağımsız zamanlardaki dört farklı deneyle tekrarlanır. 
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3.9.3. WST-1’in Deneyinin Sonuçlarının Değerlendirilmesi ve Đstatistiksel 
Analizi 

Hücre proliferasyon ölçümlerinde, her bir 96-kuyucuklu petri içindeki 

gruplar, en az 3’er tekrarlı çalı�ılıp kendi içlerinde ortalamaları alındı ve bir deney 

seti olarak kabul edidi.  Kontrol grubunun absorbansı 100 birim kabul edildi ve diğer 

gruplardaki proliferasyonlar % üzerinden değerlendirildi. Birbirinden bağımsız 

zamanlarda yapılan en az 4 deney tekrarının sonuçları Microsoft Office Excel 2007 

yardımıyla grafik haline dönü�türüldü. 

 

Hücre Proliferasyon ölçümü sonuçları ortalama değer ± standart sapma olarak 

gösterildi. Đstatistiksel analizlerde SPSS 18 programı (Release 18.0.0) kullanıldı. 

Yapılan deneylerden elde edilen verilerin, gruplar arası istatistiksel 

kar�ıla�tırmalarında nonparametrik testlerden olan Kruskal-Wallis varyans analizi 

kullanıldı. Đki grup arasındaki istatistiksel kıyaslamalarda ise nonparametrik 

testlerden Mann-Whitney U testi uygulandı. Elde edilen istatistiklerden p<0.05 ve 

altındaki değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  

 
 

  



 37 
 

 

 

 

BULGULAR 
 
 

4.1. Vasküler Düz Kas Hücrelerinin Đmmünositokimyasal Karakterizasyonu 
Ratların torasik aortalarından elde edilip primer kültür ortamına aktarılan 

vasküler düz kas hücrelerinin saflıklarını ve doğru hücre grubu olduklarını 

gösterebilmek amacıyla immünositokimyasal boyamaları yapıldı.  

 

Đzole edilen ve primer kültüre aktarılan vasküler düz kas hücrelerine 2-3. 

ku�akta immünositokimya tekniği uygulandı.  Kültüre edilmi� vasküler düz kas 

hücreleri lamlar üzerinde üretildi ve immunositokimyasal karakterizasyon için uygun 

preparatlar haline getirildi.  

 

Đmmüno preparatları 3 gruba ayrılarak çalı�ıldı. 

 

1. Kontrol Grubu: Đmmünositokimyasal analizlerde kontrol amacıyla kullanıldı. 

Kontrol grup boyamaları, aktinlerdeki boyanmalarının primer antikora spesifik 

olduğunu gösterdi (�ekil 4.1A).  

 

2. Đzotip Kontrolü: Boyanmaların sekonder antikordan bağımsız spesifik 

boyanmalar olduğunu gösterebilmek amacıyla kullanıldı (�ekil 4.1B). 

 

3. α-Aktin Grubu: Vasküler düz kas hücrelerini gösterebilmek amacıyla düz 

kas hücrelerinin α-aktin’leri, VDK hücrelerine spesifik α-aktin primer antikoruyla 

boyandı. Preparattaki kırmızı boyalı alanlar α-aktin’e spesifik düz kas hücrelerini 

göstermektedir. Boyanmalar sonucunda tek bir hücredeki α-aktin fiberleri net olarak 

görülmektedir (�ekil 4.1C). Boyanmaları geni� alanda incelediğimizde hemen hemen 

tamamının α-aktin’le boyandıkları görülmektedir (�ekil 4.1D).  Bu veriler izole edip 

ürettiğimiz hücrelerin yüksek saflıkta düz kas hücresi olduğunu göstermektedir. 
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�ekil 4.1. Vasküler Düz Kas Hücre Kültürlerinin Đmmünositokimyasal Karakterizasyonu. A, 

kontrol grubu; B, izotip kontrolü; C ve D, vasküler düz kas hücrelerinin α-aktin boyamalarını 

göstermektedir. Boyalı alanlar kırmızı renkli görünmektedir.  

 

4.2. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Normal Glukoz (NG) ve Yüksek Glukoz 
(YG) Altında Ang II Uyarımıyla Aktive olan Sinyal Yolakları 

 

 Kültürü yapılan vasküler düz kas hücrelerinin immünositokimya ile vasküler 

düz kas hücresi oldukları tespit edildikten sonra western blot tekniği uygulanmadan 

önce hücre canlılığı testleri uygulandı. Üretilen hücrelerin % 99’nun canlı 

hücrelerden olu�tuğu tespit edildikten sonra hücre cevaplarını standardize edebilmek 

açısından üretilen hücrelerin 3-15 arası pasajları deney a�amasına alındı. Yüksek 

Glukozun 48 saatlik uygulamalarında kıyaslayabilme açısından aynı ku�aktaki 

hücrelere e� zamanlı 48 saat normal glukoz uygulamaları yapıldı. 48 saat inkübasyon 

bitiminde hücreler tüm gece boyunca serum açlığına bırakıldı ve uygulamaların 

tamamı serumsuz medyumda  gerçekle�tirildi. VDKH’leri NG ve YG ortamında 

pERK1/2 (p42/p44 MAPK), pAkt ve pSTAT3 proteinlerinin Ang II uyarımına 

verdiği cevaplar western blot yöntemiyle gösterildi. 
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4.2.1. VDKH Kültürlerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II’nin ERK1/2  
Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 

 VDKH’leri 48 saat NG veya YG’lu medyumla inkübe edilip serum 

starvasyonu yapıldıktan sonra 100 nM, 5 dakika Ang II ile uyarılıp ERK1/2 

fosforilasyonları incelendi. Sonuçlarda kontrol grupları ile kar�ıla�tırıldığında Ang II 

uyarımının ERK1/2 fosforilasyonunu arttığı görüldü. Hem NG hemde YG’lu 

ortamda Ang II uyarımına cevaben ERK1/2 fosforilasyonu saptandı ve YG’lu 

ortamda bu artı� daha belirgindi. Ang II uyarımı olmadan sadece yüksek glukozun 

kendisi de ERK1/2 fosforilasyonunda artı�a neden oldu (�ekil 4.2). Bu sonuçlar tek 

ba�ına yüksek glukozun ERK1/2 fosforilasyonuna neden olduğunu Ang II uyarımı 

altında bu artı�ın belirginle�tiğini göstermektedir. 

 

 
�ekil 4.2. VDKH’lerinde NG ve YG ortamında Ang II’nin pERK1/2 üzerine etkisi. VDKH 

kültürlerinde, NG ve YG �artlarında 100 nM, 5 dakika Ang II’nin etkileri incelendi. 
pERK1/2’ nin  YG ve Ang II varlığında arttığı saptandı. Bulgu yapılan 3 deneyden bir 
tanesini göstermektedir. 

 

Elde ettiğimiz western blot sonuçları taranıp grafiğe aktarıldı. NG-Kontrol 

grubunun band yoğunluğu 100 birim kabul edildi ve diğer bandlardaki deği�iklikler 

bu kontrolle kar�ıla�tırıldı. Sonuçlar ortalama değer ± standart sapma ( Χ  ± SD) 

olarak gösterildi (�ekil 4.3). 
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�ekil 4.3. VDKH’lerinde NG ve YG ortamında Ang II’nin pERK1/2 üzerine etkisinin grafiksel 

gösterimi. VDKH’leri NG ve YG ortamda, 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarılıp ERK1/2  
fosforilasyonları incelendi. Bulgularımızda Ang II ve YG’un ERK1/2 fosforilasyonunda 

artı�a neden olduğunu görülmektedir. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ  
± SD olarak gösterildi (n=3). 

 

4.2.2. VDKH Kültürlerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II’nin Akt 
Fosforilasyonuna Etkileri 
VDKH hücreleri %25 yoğunlukla kültür kaplarına ekildikten sonra %50-60 

yoğunluğa gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Đstenilen yoğunluk sağlanınca 

hücreler e� zamanlı 48 saat normal glukoz veya yüksek glukozlu standard medyumla 

beslendi. Hücreler 48. saatin bitiminde, tüm gece boyunca, NG veya YG’lu 

serumdan yoksun medyumla inkübe edildi. Ertesi gün 100 nM, 5 dakika Ang II ile 

uyarılıp hücre lizatları hazırlandı. E�it protein konsantrasyonlarında western blot 

tekniğiyle Akt fosforilasyonları incelendi. Sonuçlarımızda Ang II ve yüksek 

glukozun Akt fosforilasyonunda artı�a neden olduğunu görüldü. Ang II’nin 

kullandığımız süre ve konsantrasyonu literatür ile uyumlu ve Akt 

fosforilasyonunundaki artı�ları görebilmek için yeterli düzeydeydi. Yüksek glukozla 

beslenmi� hücrelerdeki Ang II uyarımları (YG-Ang II), NG-Kontrol, NG-Ang II ve 

YG-Kontrole kıyasla daha yüksekti (�ekil 4.4). 
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�ekil 4.4. VDKH’lerinde NG ve YG ortamında Ang II’nin pAkt üzerine etkisi. VDKH 

kültürlerinde, NG ve YG �artlarında 100 nM, 5 dakika Ang II’nin Akt fosforilasyonu üzerine 
etkileri incelendi. pAkt’yi YG ve Ang II’nin arttırdığı saptandı. Bulgu yapılan 3 deneyden bir 
tanesini göstermektedir. 

 

 Birbirinden bağımsız zamanlarda yapılan en az 3 tekrardan elde edilen veriler 

taranıp grafik ortamına aktarıldı ve sonuçlar ortalama değer ± standart sapma olarak 

gösterildi (�ekil 4.5). 

 

 
�ekil 4.5. VDKH’lerinde NG ve YG ortamda Ang II’nin pAkt üzerine etkisinin grafiksel 

gösterimi. VDKH’leri NG ve YG ortamda, 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarılıp Akt 

fosforilasyonları incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD 
olarak gösterildi (n=3). Bulgularımız Ang II ve YG’un Akt fosforilasyonunda artı�a neden 
olduğunu göstermektedir. 

 
4.2.3. Primer VDKH kültürlerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II Uyarımının 

STAT3 Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 
 VDKH kültürlerinde NG veya YG ile 48 saat inkübe olan hücrelerde Ang 

II’nin etkilerini görebilmek için hücrelerin STAT3 fosforilasyonları western blot 
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yöntemiyle ara�tırıldı. Sonuçlarımızda yüksek glukoz ile 48 saat beslenen hücrelerin 

STAT3 fosforilasyonlarının normal glukoz ile beslenenlere kıyasla arttığı görüldü. 

Ang II uyarımı (100 nM, 5 dakika) hem NG hemde YG’da STAT3 fosforilasyonunu 

arttırdı (�ekil 4.6).  

 
�ekil 4.6. VDKH’lerinde NG ve YG ortamında Ang II’nin pSTAT3 üzerine etkisi. VDKH 

kültürlerinde, NG ve YG �artlarında 100 nM, 5 dakika Ang II’nin STAT3 fosforilasyonu 
üzerine etkileri incelendi. YG ve Ang II uyarımı altında STAT3 fosforilasyonunda artı� 
gözlendi. Bulgu yapılan 3 deneyden bir tanesini göstermektedir. 

 

VDKH kültürlerinde NG ve YG ortamda Ang II’nin STAT3 fosforilasyonuna 

etkilerini gösteren birbirinden bağımsız 3 westen blot sonucu taranıp grafiğe 

aktarıldı. NG-Kontrol grubunun band yoğunluğu 100 birim kabul edildi ve diğer 

bandlardaki deği�iklikler bu kontrolle kar�ıla�tırıldı. Sonuçlar ortalama değer ± 

standart sapma olarak gösterildi (�ekil 4.7). 

 

 
�ekil 4.7. VDKH’lerinde NG ve YG ortamda Ang II’nin pSTAT3 üzerine etkisinin grafiksel 

gösterimi. VDKH’leri NG ve YG ortamda, 100 nM Ang II ile 5 dakika uyarılıp STAT3 
fosforilasyonları incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve yapılan en az 3 

bağımsız deneyin sonuçları grafik haline getirildi. Sonuçlar Χ ±SD olarak gösterildi (n=3). 
Bulgularımız Ang II ve YG’un STAT3 fosforilasyonunda artı�a neden olduğunu 
göstermektedir. 
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4.3. VDKH Kültürlerinde Normal Glukoz ve Yüksek Glukoz Altında Ang II 
Uyarımıyla Aktive olan Sinyal Yolaklarında AT1 ve EGFR 
Reseptörünün Etkileri 

 

 Vasküler düz kas hücreleri kültüre edildikten sonra standart normal glukozlu 

medyumla beslendi. YG etkilerini incelemek için 100 mm hücre petrilerine alınan 

hücreler %50-60 yoğunluğa gelince 48 saat YG’lu medyum inkübasyonuna bırakıldı. 

Bu hücreleri NG ile beslenen hücrelerle kıyaslayacağımız için, aynı ku�aktaki 

hücreler de 48 saat NG içeren medyumla beslendi. 48. Saatin bitiminde hücre 

petrileri tüm gece boyu NG veya YG’lu serum içermeyen medyumla serum 

starvasyonuna bırakıldı. Ertesi sabah hücrelere 30 dk AT1 reseptör antagonisti 

losartan (10 µM) ve EGFR reseptör inhibitörü AG1478 (1 µM) uygulandı ve 

ardından 100 nM Ang II ile 5 dakika hücreler uyarıldı. Hücrelerin lizatları 

hazırlandıktan sonra protein ölçümleri yapıldı ve western blot yöntemiyle ERK1/2, 

Akt ve STAT3 fosforilasyonları incelendi. 

 

4.3.1. VDK Hücrelerinde NG ve YG’lu Ortamda Reseptör Đnhibitörlerinin Ang 
II Uyarımlı ERK1/2  Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 

 VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II 

uyarımına cevaben ERK1/2 fosforilasyonları incelendi. Sonuçlarımızda NG’lu 

ortamda AT1 reseptör antagonisti losartanın Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskıladığı görüldü. EGFR inhibitörü AG1478 

ise Ang II uyarımlı ERK1/2 fosforilasyonunu dü�ürdü ancak bu dü�ü� NG-kontrol 

seviyesinden yüksekti. Bu veriler bize NG’lu ortamda Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonunda, Ang II artı�ının temel reseptörünün AT1R olduğunu,  EGFR 

transaktivasyonun ise var olduğunu ancak ikincil sırada kaldığını dü�ündürmektedir. 

YG �artlarında ise hem losartan hem de AG1478 Ang II uyarımı ortamda olmasına 

kar�ın ERK1/2 fosforilasyonunu kontrol seviyelerinin altına dü�ürmü�tür. Bu 

bulgular YG �artlarında da NG �artlarındakine benzer �ekilde Ang II uyarımının 

AT1R üzerinden gerçekle�tiğini göstermektedir. Ancak YG’da AG1478 inhibitörü 

olan hücrelerdeki dü�ü�ün losartan’dan daha fazla olması yüksek glukoz �artlarında 

EGFR reseptörünün ön plana çıktığını ve büyüme sinyallerinin bu reseptör üzerinden 

i�lediğini dü�ündürmektedir. Ayrıca YG �artlarınında AT1 reseptörünün EGFR 

transaktivasyonunu arttırdığı dü�ünülebilir (�ekil 4.8 ve 4.9).  



 44 
 

 
�ekil 4.8. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı 

ERK1/2 fosforilasyonu üzerine etkisi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG �artlarında AT1R 
antagonisti losartan (10 µM, 30 dakika) ve EGFR inhibitörü AG1478 (1 µM, 30 dakika)’in  

Ang II uyarımı altında (100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu üzerine etkileri incelendi. 
Bulgu yapılan 3 deneyden bir tanesini göstermektedir. 

 

VDKH kültürlerinde Ang II uyarımlı ERK1/2 fosforilasyonu üzerine reseptör 

inhibitörlerinin etkileri ile ilgili en az 3 bağımsız western blot bandı taranıp grafiğe 

aktarıldı. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve sonuçlar ortalama 

değer±standart sapma olarak gösterildi (�ekil 4.9). 

 

 
�ekil 4.9. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı 

ERK1/2 fosforilasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde, NG ve 
YG �artlarında AT1R antagonisti losartan (10 µM, 30 dakika) ve EGFR inhibitörü AG1478 

(1 µM, 30 dakika)’in  Ang II uyarımı altında (100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu 

üzerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD olarak 
gösterildi (n=3). 
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4.3.2. VDK Hücrelerinde NG ve YG’lu Ortamda Ang II’nin Uyarımı Altında 
Reseptör Đnhibitörlerinin Akt  Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 
VDKH kültürlerinin 48 saatlik  NG ve YG inkübasyonları tamamlandıktan 

sonra AT1R antagonisti losartan ve EGFR inhibitörü AG1478’in Ang II uyarımlı Akt 

fosforilasyonu üzerine etkileri western blot yöntemiyle ara�tırıldı. Sonuçlarımızda 

NG’lu ortamda losartanın, Ang II uyarımlı Akt fosforilasyonunu kontrol seviyesine 

kadar baskıladığı görüldü. AG1478’in ise Ang II uyarımı sonucu artan Akt 

fosforilasyonunu azalttığı saptandı. YG’lu ortamda ise losartan Akt fosforilasyonunu 

YG-kontrolü seviyesine dü�ürdü. Bu dü�ü� YG’da olu�an Ang II uyarımının AT1R 

üzerinden gerçekle�tiğini göstermektedir. YG’da Ang II uyarımı altında AG1478 

uygulanan hücrelerdeki NG- kontrol seviyesine kadar olan dü�ü�, yüksek glukozdan 

kaynaklanan Akt fosforilasyonundaki artı�ın temelde büyüme faktör reseptörlerinden 

kaynaklandığını göstermektedir (�ekil 4.10 ve 4.11). 

 

 
�ekil 4.10. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı Akt 

fosforilasyonu üzerine etkisi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG �artlarında AT1R 

antagonisti losartan (10 µM, 30 dakika) ve EGFR inhibitörü AG1478 (1 µM, 30 dakika)’in  
Ang II uyarımı altında (100 nM, 5 dakika) Akt fosforilasyonu üzerine etkileri incelendi. 
Bulgu birbirinden bağımsız 3 deneyden bir tanesini göstermektedir. 

 

VDKH kültürlerinde Ang II uyarımlı Akt fosforilasyonu üzerine reseptör 

inhibitörlerinin etkilerini gösteren 3 bağımsız western blot sonucu taranıp grafiğe 

aktarıldı. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve sonuçlar ortalama değer ± 

standart sapma olarak gösterildi (�ekil 4.11). 
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�ekil 4.11. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı Akt 

fosforilasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG 
�artlarında AT1R antagonisti losartan (10 µM, 30 dakika) ve EGFR inhibitörü AG1478 (1 
µM, 30 dakika)’in  Ang II uyarımı altında (100 nM, 5 dakika) Akt fosforilasyonu üzerine 

etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ± SD olarak 
gösterildi (n=3). 

 

4.3.3. VDK Hücrelerinde NG ve YG Ortamında Ang II’nin Uyarımı Altında 
Reseptör Đnhibitörlerinin STAT3  Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 
VDKH kültürlerine uygulanan NG ve HG inkübasyonlarının ardından  AT1R 

antagonisti losartan ve EGFR inhibitörü AG1478’in Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonu üzerine etkileri western blot yöntemiyle ara�tırıldı. Elde ettiğimiz 

bulgularda NG’lu ortamda hem losartanın hemde AG1478 Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonunu kontrol seviyesine kadar dü�ürdüğü görüldü. Bu bulgu Ang II 

uyarımının AT1 reseptörü üzerinden gerçekle�tiğini gösterirken, STAT3 

fosforilasyonunda AT1R kadar büyüme faktör reseptörlerininde etkili olduğunu 

dü�ündürmektedir. YG’lu ortamda ise Ang II uyarımı altında hem losartan hem de 

AG1478 uygulanan hücrelerde STAT3 fosforilasyonları HG-Kontrol seviyesine 

kadar dü�mü�tür. Bu bulgular yüksek glukozla beslenen hücrelerde Ang II uyarımı 

altında her iki reseptöründe etkili olduğunu göstermektedir (�ekil 4.12 ve 4.13). 
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�ekil 4.12. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı 

STAT3 fosforilasyonu üzerine etkisi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG �artlarında AT1R 
antagonisti losartan (10 µM, 30 dakika) ve EGFR inhibitörü AG1478 (1 µM, 30 dakika)’in  
Ang II uyarımı altında (100 nM, 5 dakika) STAT3 fosforilasyonu üzerine etkileri 
incelendi. Bulgu birbirinden bağımsız 3 deneyden bir tanesini göstermektedir.) 

 

 Birbirinden bağımsız elde edilen ve VDKH kültürlerinde reseptör 

inhibitörlerinin STAT3 fosforilasyonuna etkilerini gösteren en az 3 deneyin sonuçları 

taranıp grafik haline getirildi (�ekil 4.13). 

 

 

�ekil 4.13. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı 
STAT3 fosforilasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde, NG 
ve YG �artlarında AT1R antagonisti losartan (10 µM, 30 dakika) ve EGFR inhibitörü 
AG1478’in (1 µM, 30 dakika) Ang II uyarımı altında (100 nM, 5 dakika) STAT3 
fosforilasyonu üzerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. 

Sonuçlar Χ ± SD olarak gösterildi (n=3). 
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4.4. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Normal Glukoz ve Yüksek Glukoz Altında 
Ang II Uyarımıyla Aktive olan Sinyal Yolaklarına Resveratrolün Etkileri 

 Vasküler düz kas hücre kültürlerinde, normal ve yüksek glukoz altında, Ang 

II uyarımı sonucu aktifle�en ERK1/2, Akt ve STAT3 fosforilasyonu üzerine 

resveratrolün etkileri western blot yöntemiyle incelendi. Standart olarak izole edilip 

üretilen VDK hücreleri 48 saat NG’lu ve e� zamanlı YG’lu medyumla beslenip, 

yüksek glukoz inkübasyonları uygulandı ve ardından bütün gece starvasyonuna 

bırakıldı. Serum içermeyen ortamda hücreler 30 dakika 50 µM resveratrole maruz 

bırakıldı ve ardından 100 nM konsantrasyonda ve 5 dakika süreyle Ang II ile 

uyarıldı. Tüm inkübasyonlar bittiğinde hücre lizatları hazırlandı ve protein 

konsantrasyonları ölçülüp western blot yöntemiyle ERK1/2, Akt ve STAT3 

fosforilasyonları incelendi. 

 

4.4.1. VDK Hücrelerinde NG ve YG’lu Ortamda, Ang II Uyarımı Altında, 
Resveratrolün ERK1/2  Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 
NG ve YG altında Ang II uyarımı ile aktifle�en ERK1/2 fosforilasyonuna 50 

µM ve 100 µM (sonuçları gösterilmemi�tir) konsantrasyonda, 30 dakika süreyle 

uygulanan resveratrolün etkileri incelendi. Sonuçlarımızda, Ang II uyarımı 

sonucunda olu�an ERK1/2 fosforilasyonunu teyit edebilmek için spesifik ERK1/2 

inhibitörü PD098059 (30 dakika, 1 µM) - Ang II uyarımından önce - ortama 

eklenmi� ve ERK1/2 fosforilasyonunun kontrol grubu olarak kullanılmı�tır. 

Bulgularımız NG ve YG �artlarda, PD098059’un Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskıladığını göstermektedir (�ekil 4.14). 

 

NG �artlardaki verilerimizde; Ang II uyarımının ERK1/2 fosforilasyonuna 

neden olduğunu,  resveratrol uygulamasıyla ERK1/2 fosforilasyonunda herhangi bir 

deği�iklik olmadığı (sinyalin kontrol seviyesinde kaldığını) gözlendi. Ang II 

uyarımıyla birlikte ortamda RV bulunması durumunda ise; RV’nin Ang II uyarımla 

ERK1/2 fosforilasyonunu baskılamadığı saptandı. YG’lu �artlarda ise;  resveratrol 

tek ba�ına uygulandığında ERK1/2 fosforilasyonu NG-Kontrol seviyesine kadar 

dü�tü. Bu veri bize YG nedeniyle olu�an ERK1/2 fosforilasyonunu, resveratrolün 

baskılayabildiğini dü�ündürmektedir. Ortamda Ang II ve resveratrolün birlikte 

olduğu hücrelerde ise resveratrolün bu etkisi tamamen ortadan kalkmı� gibi 

görünürken, hücreler Ang II uyarımına tam olarak cevap verebilmektedir (�ekil 

4.15).  
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�ekil 4.14. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda resveratrolün Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonu üzerine etkisi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG �artlarında ERK1/2 
inhibitörü PD’nin (1 µM, 30 dakika) ve resveratrolün (50 µM, 30 dakika) Ang II uyarımlı 
(100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu üzerine etkileri incelendi. Bulgular 
birbirinden bağımsız 3 deneyden bir tanesini göstermektedir. 

 

Birbirinden bağımsız elde edilen 3 deneyin sonuçları taranıp grafik haline 

getirildi (�ekil 4.15). 

 

 
�ekil 4.15. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda RV’nin Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG 
�artlarında ERK1/2 inhibitörü PD’nin (1 µM, 30 dakika) ve resveratrolün (50 µM, 30 
dakika) Ang II uyarımlı (100 nM, 5 dakika) ERK1/2 fosforilasyonu üzerine etkileri 

incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ± SD olarak gösterildi 
(n=3). 

 

Bu bulgular bize NG ve YG’lu ortamda Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonuna resveratrolün bir inhibisyon etkisi olmadığını göstermektedir. 

Bununla birlikte yüksek glukoz nedeniyle artan ERK1/2 fosforilasyonunda 

resveratrolün inhibitör etki olu�turduğu dü�ünülmektedir. 

 

4.4.2. VDK Hücrelerinde NG ve YG Ortamda Ang II Uyarımı Altında 
Resveratrolün Akt Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 

 VDKH kültürlerinde Ang II uyarımı sonuca aktifle�en Akt fosforilasyonuna 

resveratrolün etkileri  NG ve YG ortamda ara�tırıldı. Bulgularımızda 100 nM,  5 
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dakika Ang II uyarımının Akt yolunu aktifle�tirdiği, YG’lu ortamda bu aktivasyonun 

daha yüksek olduğu saptandı (�ekil 4.16).  

 

Resveratrol (50 µM, 30 dakika) uygulaması her iki ortamda da Akt 

fosforilasyonunu kontrol seviyesinin altına dü�ürdü. Ang II ve RV’nin birlikte 

uygulanması durumunda ise Akt fosforilasyonu, tek ba�ına RV’de olduğu gibi, 

kontrol seviyesinin altındaydı. Sonuçlarımızda, NG ve YG’lu ortamda Ang II 

uyarımı sonucu aktifle�en Akt fosforilasyonunda resveratrolün tam bir inhibisyon 

etkisinin olduğu, Ang II uyarımı olmadan da resveratrolün Akt fosforilasyonu 

kontrol seviyesinin altına dü�ürdüğü gösterilmektedir (�ekil 4.16).  

 
�ekil 4.16. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda Resveratrolün Ang II uyarımlı Akt 

fosforilasyonu üzerine etkisi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG �artlarında resveratrolün 
(50 µM, 30 dakika) Ang II uyarımlı (100 nM, 5 dakika) Akt fosforilasyonu üzerine 
etkileri incelendi (bulgular birbirinden bağımsız 3 deneyden bir tanesini göstermektedir). 

  

 Farklı zamanlarda birbirinden bağımsız 3 deneyin sonuçları taranıp grafik 

haline getirildi ve bulgular ortalama değer ± standart sapma olarak gösterildi (�ekil 

4.17). 

 
�ekil 4.17. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda Resveratrolün Ang II uyarımlı Akt 

fosforilasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG 
�artlarında resveratrolün (50 µM, 30 dakika) Ang II uyarımlı (100 nM, 5 dakika) Akt 
fosforilasyonu üzerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. 

Sonuçlar Χ ± SD olarak gösterildi (n=3) 
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4.4.3. VDK Hücrelerinde NG ve YG Ortamda Ang II Uyarımı Altında 
Resveratrolün STAT3 Fosforilasyonu Üzerine Etkileri 
VDK primer hücre kültürlerinde NG ve YG ortamda Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonu üzerine resveratrolün etkileri western blot yöntemiyle incelendi. Ang 

II’nin 100 nM konsantasyonu 5 dakika, resveratrolün ise 50 µM konsantrasyonu, 30 

dakika uygulandı. Her iki maddenin birlikte uygulandığı hücrelerde resveratrol Ang 

II’den önce uygulandı. 

 

Bulgularımızda resveratrolün tek ba�ına uygulandığı hücrelerde STAT3 

fosforilasyonunun her iki ortamda da kontrol seviyesine yakın olduğu  ve 

resveratrolün Ang II uyarımı olmadan inhibisyon etkisinin olmadığı gözlendi. NG 

ortamda; Ang II ile birlikte RV’nin olduğu hücrelerde, RV, Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonunu kısmı olarak dü�ürdü. YG’lu ortamda ise; RV, Ang II uyarımlı 

STAT3 fosforilasyonunu kontrol seviyelerine kadar baskıladı (�ekil 4.18). Bu veriler 

bize YG’lu ortamda Ang II uyarımlı STAT3 fosforilasyonu üzerine resveratrolün 

inhibitör etkisinin olduğunu dü�ündürmektedir. 

 
�ekil 4.18. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda resveratrol’nin Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonu üzerine etkisi. VDKH kültürlerinde,  NG ve YG �artlarında resveratrolün 
(50 µM, 30 dakika) Ang II uyarımlı (100 nM, 5 dakika) STAT3 fosforilasyonu üzerine 
etkileri incelendi (bulgular birbirinden bağımsız 3 deneyden bir tanesini göstermektedir). 

 

Farklı zamanlarda birbirinden bağımsız 3 deneyin sonuçları taranıp grafik 

haline getirildi ve bulgular ortalama değer±standart sapma olarak gösterildi (�ekil 

4.19). 
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�ekil 4.19. VDKH’lerinde NG ve YG’lu ortamda resveratrol’nin Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde, NG ve YG 

�artlarında resveratrolün (50 µM, 30 dakika) Ang II uyarımlı (100 nM, 5 dakika) STAT3 
fosforilasyonu üzerine etkileri incelendi. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. 

Sonuçlar Χ ±SD olarak gösterildi (n=3). 

 

4.5. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Yüksek Glukozun Hücre Proliferasyonu 
Üzerine Etkileri 

VDKH kültürlerinde yüksek glukozun hücre proliferasyonu üzerine etkileri 

incelendi ve kontrol grubu olarak normal glukozla beslenen hücreler kullanıldı. 

Standart olarak izole edilip üretilen hücrelerde, glukozun etkilerini incelemek için, 

aynı flasktan alınan e�it sayıdaki (5.000 hücre/kuyu) hücrenin bir kısmı 96 

kuyucuklu petrilere NG’lu medyumla bir kısmıda YG medyumla ekildi. Hücrelerin 

tutunup çoğalması için 48 saat inkübasyon uygulandı. Sürenin bitiminde hücrelerin 

medyumları % 0,1 FBS içeren NG veya YG medyumla deği�tirildi ve 48 saat daha 

inkübe edildi. Bu i�lem 48 saat resveratrol ve 24 saatlik Ang II uygulaması için 

geçen sürenin toplamına e�it olarak uygulandı. Amacımız resveratrol ve Ang II 

uygulamaları süresince hücre proliferasyonunundaki deği�iklikleri de görebilmekti. 

 

Tüm bu uygulamaların ardından hücre proliferasyonları  WST-1 yöntemiyle 

ölçüldü. Elde edilen absorbans değerlerinden kontrol grubu 100 birim kabul edildi ve 

diğer grublar 100 üzerinden değerlendirildi. Her bir deney seti kendi içerisinde en az 

3 tekrardan olu�tu ve birbirinden bağımsız en az 4 deney tekrarın sonuçları 

değerlendirildi.  

 

Sonuçlarımızda yüksek gukozun, normal glukozlu kontrol grubuna kıyasla 

hücre proliferasyonunda % 40 gibi bir artı�a neden olduğu saptandı. Hücre 

proliferasyonundaki bu artı� istatistiksel olarak da anlamlıydı (p< 0.013) (�ekil 4.20). 
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�ekil 4.20. VDKH’lerinde YG’un hücre proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. 

VDKH kültürlerinde hücre proliferasyonu üzerine NG (5,5 mM) ve YG (25 mM) etkileri 

incelendi. YG’lu ortamda hücre proliferasyonunda artı� izlendi ∗ p< 0.013. NG-Kontrol 

grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD olarak gösterildi (n=4). 

 

4.6. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Normal Glukoz ve Yüksek Glukozun Ang 
II Uyarımlı Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkileri 

 VDKH’lerindeki proliferasyonu takip edebilmek için, hücreleri 48 saat NG ve 

YG medyumla beslendikten sonra % 0.1 FBS içeren DMEM’le medyumları 

deği�tirildi ve 24 saat inkübe edildi. Sürenin sonunda hücrelere 100 nM, 24 saat Ang 

II uygulandı. Sonuçlar kendi kontrol gruplarıyla kar�ıla�tırıldı. Bulguların anlamlıllık 

derecesi Kruskall-Wallis testine göre p<0.006’dır.   

 

 Bulgularımızda NG ve YG ortamda Ang II uyarımının hücre 

proliferasyonunu arttırdığı gözlendi ve bu artı� kendi kontrol gruplarına kıyasla 

anlamlı bulundu p<0.05. YG uygulaması da, daha önceki verilerimizde gösterdiğimiz 

gibi, NG kıyasla hücre proliferasyonunda artı�a neden oldu p<0.05 (�ekil 4.21). 
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�ekil 4.21. VDKH’lerinde NG ve YG’un Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine etkisinin 

grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde NG (5.5 mM, 48 saat) ve YG (25 mM, 48 
saat) ortamda Ang II’nin (100 nM, 24 saat) hücre proliferasyonu üzerine etkileri 

incelendi. Ang II’nin her iki ortamda da hücre proliferasyonunu arttırdığı gözlendi ∗ 

p<0.05. NG-Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD olarak gösterildi 
(n=4). 

 

4.7. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Normal Glukoz ve Yüksek Glukozlu 
Ortamda Reseptör Đnhibitörlerinin Ang II Uyarımlı Hücre Proliferasyonu 
Üzerine Etkileri 

 Normal glukoz ve yüksek glukozlu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine etkilerini ortaya koymak için VDKH’leri 48 

saat NG ve YG’lu medyum uygulamasının ardından, % 0.1’lik FBS içeren 

medyumla beslendi. Ang II uygulaması yapılmadan 30 dakika önce hücrelere AT1R 

antagonisti losartan (10 µM) ve EGFR blokörü AG1478 (1 µM) eklendi. Sürenin 

sonunda Ang II ile (100 nM, 24 saat) hücreler uyarıldı ve hücre proliferasyonları 

incelendi.  

 

 NG’lu ortamda kontrol grubuyla kar�ıla�tırıldığında, reseptör inhibitörleri 

losartan ve AG1478’in Ang II uyarımlı hücre proliferasyonunu kontrol seviyesine 

kadar baskıladığı gözlendi (�ekil 4.22) (p<0.05). NG ortamdaki sonuçların Kruskall-

Wallis testine göre anlamlılık derecesi p<0.04’tür. 
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�ekil 4.22. VDKH’lerinde NG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı hücre 

proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH kültürlerinde NG (5.5 
mM, 48 saat) ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II (100 nM, 24 saat) uyarımlı hücre 
proliferasyonu üzerine etkileri incelendi. Ang II uyarımından 30 dakika önce ortama, 
AT1R antagonisti losartan (Los) (10 µM) ve EGFR blokörü AG1478 (AG) (1 µM) 
eklendi. Her iki inhibitöründe Ang II uyarımlı proliferasyonu kontrol seviyesine 

baskıladığı gözlendi #### p<0.05. ∗ p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar 

Χ ±SD olarak gösterildi (n=4). 

 

YG’lu ortamda ise kendi kontrol grubuyla kar�ıla�tırıldığında, AT1R 

antagonisti  losartan Ang II uyarımlı proliferasyonu kontrol seviyelerine baskılarken 

p<0.05, EGFR inhibitörü AG1478 Ang II uyarımlı proliferasyonu kontrol 

seviyesinin altına dü�ürmü�tür p<0.05 (�ekil 4.23). YG ortamdaki sonuçların 

Kruskall-Wallis testine göre anlamlılıkları p<0.02’dir. 

 

 
�ekil 4.23. VDKH’lerinde YG’lu ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II uyarımlı hücre 

proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel gösterimi. VDKH kültürlerinde YG (25 
mM, 48 saat) ortamda reseptör inhibitörlerinin Ang II (100 nM, 24 saat) uyarımlı hücre 
proliferasyonu üzerine etkileri incelendi. Ang II uyarımından 30 dakika önce ortama, 
AT1R antagonisti losartan (Los) (10 µM) ve EGFR blokörü AG1478 (AG) (1 µM) 

eklendi. Her iki inhibitöründe Ang II uyarımlı proliferasyonu baskıladığı gözlendi #### 

p<0.05. ∗ p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD olarak 

gösterildi (n=4). 
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4.8. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Normal Glukozlu Ortamda Resveratrolün 
Ang II Uyarımlı Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkileri 

VDK hücrelerinde Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine resveratrolün 

etkilerini incelemek için 96 kuyucuklu petrilere ekilen VDK hücreleri (5.000 

hücre/kuyu) 48 saat NG medyumla beslendi. 48 saatin sonunda hücre medyumları % 

0.1 FBS içeren NG-DMEM’le deği�tirildi. Serum içermeyen ortamda resveratrol’nin 

50 µM ile 100 µM konsantrasyonun etkileri, 24 ve 48 saatlik ön inkübasyonlar 

olmak üzere incelendi. Sürenin bitiminde hücreler 100 nM Ang II ile 24 saat uyarıldı. 

Tüm inkübasyonların sonunda hücrelerin medyumları 100 µL taze medyumla 

deği�tirilip 10 µL WST eklendi. 4 saat sonra okunan absorbanslarla hücre 

proliferasyonları incelendi. NG ortamdaki bulguların Kruskall-Wallis testine göre 

anlamlılık derecesi p<0.002’dir. 

 

Bulgularımızda NG ortamda resveratrol’nin 24 saatlik ön inkübasyonunu 

gösteren deneylerde; Kontrol grubuyla kar�ıla�tırıldığında  Ang II uyarımının (100 

nM, 24 saat) hücre proliferasyonunu arttırdığı gözlendi p<0.05. Resveratrolün 50 ve 

100 µM’lık konrol grupları ile kontrol grubu aynı seviyedeydi. Resveratrolün Ang II 

ile birlikte uygulandığı hücrelerde ise, RV’nin her iki konsantrasyonunda da Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonunun azaldığı gözlenmi�tir p<0.05 (�ekil 4.24). 

 

 
�ekil 4.24. VDK hücrelerinde NG’lu ortamda 24 saatlik Resveratrol ön inkübasyonun Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel gösterimi. VDKH 

kültürlerinde NG (5,5 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarımlı hücre 
proliferasyonu üzerine RV’nin (50 µM ve 100 µM) 24 saatlik ön inkübasyonunun etkileri 
incelendi. RV’nin her iki konsantrasyonda da Ang II uyarımlı proliferasyonu baskıladığı 

gözlendi #### p<0.05. ∗ p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD 

olarak gösterildi (n=4). 

 

Bulgularımızda NG ortamda, 48 saatlik RV ön inkübasyonunu gösteren 

deneylerde; Ang II uyarımı (100 nM, 24 saat) ile kontrol grubu kar�ıla�tırıldığında 

hücre proliferasyonunun arttığı saptanmı�tır p<0.05. Resveratrolün Ang II ile birlikte 
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uygulandığı hücrelerde; Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu, RV’nin 50 µM 

konsantrasyonunda azalırken 100 µM’lık uygulamalarda, kontrol seviyesinin altına 

dü�mü�tür p<0.05 (�ekil 4.25). 

 

 
�ekil 4.25. VDK hücrelerinde NG’lu ortamda 48 saatlik Resveratrol ön inkübasyonun Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel gösterimi. VDKH 

kültürlerinde NG (5,5 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarımlı hücre 
proliferasyonu üzerine RV’nin (50 µM ve 100 µM) 48 saatlik ön inkübasyonunun etkileri 
incelendi. 50 µM RV, Ang II uyarımlı proliferasyonu baskılarken, 100 µM RV kontrol 

seviyesinin altına dü�ürmü�tür. #### p<0.05. ∗ p<0.05. Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. 

Sonuçlar Χ ±SD olarak gösterildi (n=4). 
 

4.9. Vasküler Düz Kas Hücrelerinde Yüksek Glukozlu Ortamda Resveratrolün 
Ang II Uyarımlı Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkileri 

VDK hücreleri YG medyumla 96 kuyucuklu petrilere ekilip (5.000 

hücre/kuyu) 48 saat beslendikten sonra hücre medyumları % 0.1 FBS içeren YG-

DMEM’le deği�tirildi. Serum içermeyen ortamda RV’nin 50 µM ile 100 µM 

konsantrasyonun etkileri, 24 ve 48 saatlik ön inkübasyonlar olmak üzere incelendi. 

Sürenin bitiminde hücreler 100 nM Ang II ile 24 saat uyarıldı ve hücre 

proliferasyonları incelendi. YG ortamdaki bulguların Kruskall-Wallis testine göre 

anlamlılık derecesi p<0.003’dür. 

 

Bulgularımızdaki YG’lu ortamda RV’nin 24 saatlik ön inkübasyonunu 

gösteren deneylerde; kontrol grubuyla kar�ıla�tırıldığında,  Ang II uyarımının (100 

nM, 24 saat) hücre proliferasyonunu arttırdığı gözlendi (p<0.05). RV’nin 50 µM’lık 

konrol grubunun (3. sütun) hücre proliferasyonunu etkilemediği, 100 µM’lık kontrol 

grubunun ise hücre proliferasyonunu kontrol seviyesinin altına dü�ürdüğü 

gözlenmi�tir (p<0.05). Resveratrolün Ang II ile birlikte uygulandığı hücrelerde, 

RV’nin her iki konsantrasyonunda da, Ang II uyarımlı hücre proliferasyonunu 

kontrol seviyesine baskıladığı saptanmı�tır (p<0.05) (�ekil 4.26). 
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�ekil 4.26. VDK hücrelerinde YG’lu ortamda 24 saatlik Resveratrol ön inkübasyonun Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH 
kültürlerinde YG (25 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarımlı hücre 
proliferasyonu üzerine RV’nin (50 µM ve 100 µM) 24 saatlik ön inkübasyonunun etkileri 
incelendi. RV’nin her iki konsantrasyonda da Ang II uyarımlı proliferasyonu baskıladığı 

gözlendi (∗ p<0.05, #### p<0.05, ∆ p<0.05). Kontrol grubu 100 birim kabul edildi. Sonuçlar 

Χ ±SD olarak gösterildi (n=4). 

 

Bulgularımızda YG ortamda, RV’nin 48 saatlik ön inkübasyonunu gösteren 

deneylerde; Ang II uyarımı (100 nM, 24 saat) ile kontrol grubu kar�ıla�tırıldığında 

hücre proliferasyonunun arttığı saptanmı�tır (p<0.05). Resveratrolün Ang II ile 

birlikte uygulandığı hücrelerde; Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu, RV’nin 50 µM 

konsantrasyonunda azalırken 100 µM’lık uygulamalarda, kontrol seviyesinin altına 

dü�mü�tür (p<0.05) (�ekil 4.27). 

 

 
�ekil 4.27. VDK hücrelerinde YG’lu ortamda 48 saatlik Resveratrol ön inkübasyonun Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine etkisinin grafiksel  gösterimi. VDKH 
kültürlerinde YG (25 mM, 48 saat) ortamda Ang II (100 nM, 24 saat) uyarımlı hücre 
proliferasyonu üzerine RV’nin (50 µM ve 100 µM) 48 saatlik ön inkübasyonunun etkileri 
incelendi. RV’nin 50 µM konsantrasyonu Ang II uyarımlı proliferasyonu baskılarken, 

100 µM RV kontrol seviyesinin altına dü�ürmü�tür #### p<0.05. ∗ p<0.05. Kontrol grubu 

100 birim kabul edildi. Sonuçlar Χ ±SD olarak gösterildi (n=4). 
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TARTI�MA 
 
 

Diyabet, insulin sekresyonu ve/veya etki mekanizmasındaki bozukluklar 

sonucu ortaya çıkan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastalıktır. 2006 

yılında, dünyamızda 171 milyon insanın diyabetten etkilendiği tahmin edilmektedir. 

Dünya sağlık örgütünün 2007 verilerine göre, 2030 yılında 366 milyon insanın 

diyabetten etkileneceği ön görülmektedir (73, 74). 2002 yılında TURDEP’in yaptığı 

çalı�mada Türk populasyonundaki diyabet prevelansı %7.2 iken 2011 yılında yapılan 

çalı�malarda bu sayı hızla artmı� ve %12.7’nin üzerinde bulunmu�tur (88). 2000 

yılında ölüme neden olan hastalıklar listesinde diyabet 5. sıradadır ve bunun büyük 

bir kısmını diyabetik mikrovasküler komplikasyonlar olu�turmaktadır (73, 74). 

Diyabette olu�an uzamı� hiperglisemi de vasküler düz kas hücrelerinin a�ırı 

proliferasyonuna neden olan mikrovasküler komplikasyonlardandır. 

 

VDKH proliferasyonuna neden olan en önemli moleküllerden biri Ang II’ dir. 

Ang II, damar duvarın yapısal ve fonksiyonel bütünlüğün kontrolünde temel rol 

oynayan multifonksiyonel bir peptiddir. Ang II, AT1 reseptörleri üzerinden hücre 

proliferasyonunu ve ilgili sinyal iletimlerini düzenlemektedir (4). VDK hücrelerinde 

Ang II uyarımı sonrasında aktifle�en ERK1/2, Akt ve STAT3 protein 

fosforilasyonlarının hücre proliferasyonuna neden olduğu bilinmektedir. Ang II 

uyarımı sonrasında uzamı� hiperglisemide deği�en sinyal iletim yollarının 

incelenmesi, vasküler hastalıkların altında yatan mekanizmaların anla�ılması için 

temeldir.  

 

Resveratrol, kardiyovasküler hastalıklarda koruyucu olduğu dü�ünülen 

polifenolik bir bile�iktir. Japon geleneksel tıbbında yüzyıllardır kullanılan 

resveratrolün kardiyovasküler sistem üzerindeki koruyucu etkileri son 15 yıldır 

ara�tırmacıların dikkatini çekmi�tir. Yapılan in vivo ve in vitro çalı�malar literatürde 

yerini almaya ba�lamı�tır ancak resveratrolün vasküler yapılardaki moleküler etki 

mekanizmaları ile ilgili çalı�malar çok yenidir. Uzun süre yüksek glukoza maruz 

kalan VDK hücrelerinde, resveratrolün hücre proliferasyonu üzerine olan etkilerini 

gösteren çalı�malarsa yok denecek kadar azdır. Haider ve arkada�larının 2002 yılında 

rat aortik düz kas hücrelerinde yaptıkları çalı�mada ise resveratrolün, Ang II uyarımlı 

hipertrofiyi baskıladığı öne sürülmü�tür (15). 2006 yılında yapılan bir  çalı�mada 

Streptozotocin uyarımlı diyabetik ratların 14 gün boyunca resveratrol almasıyla 

kontrol gruplarına kıyasla kan glukoz ve insulin seviyelerinin dü�tüğü gözlenmi�tir. 

Bunun yanı sıra plazma trigliserid konsantrasyonlarında da anlamlı dü�ü�ler olmu�tur 

(75). Szkudelski ve arkada�ları 2011 yılında yayınladıkları bir derlemede; 
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Resveratrolün hiperglisemik hayvanlarda, kan glukozunu dü�ürüp pankreasın β 

hücrelerini koruması nedeniyle anti diyabetik etkiler olu�turduğundan 

bahsetmektedir (74).  

 

Bu ve benzeri bulgular, resveratrolün kardiyovasküler hastalıkların tedavi 

sürecine yardımcı olabilecek potansiyelde bir molekül olduğuna i�aret etmektedir.  

 

Bu çalı�manın planlanmasının amacı; VDK hücrelerinde, diyabet gibi uzamı� 

hiperglisemi durumunda, Ang II uyarımı sonrasında artan hücre proliferasyonunu 

inhibe edebilecek yeni hedef moleküllerin geli�tirilmesine yardımcı olmaktır. Bu 

sebeple çalı�mamızda normal ve yüksek glukozla beslenen VDKH’lerinde artan 

hücre proliferasyonu ve buna aracılık eden sinyal molekülleri üzerine (pERK1/2, 

pAkt ve pSTAT3), resveratrolün etkileri incelenmi�tir.  

 

Çalı�malarımızın ilk a�amasında ratların torasik aortalarından vasküler düz 

kas hücreleri izole edilmi� ve primer kültür ortamına aktarılmı�tır. Đzolasyonu ve 

primer kültürü yapılan hücrelere immünositokimya tekniği uygulanarak 

identifikasyonları yapılmı�tır. Düz kas hücrelerin düz kasa spesifik α-aktinleri 

boyanmı� ve kültüre edilmi� hücrelerin yüksek saflıkta düz kas hücresi oldukları 

gösterilmi�tir (�ekil 4.1). Đmminositokimyanın izotip kontrol ve normal kontrol 

boyamaları α- aktindeki boyanmaların spesifik olduğunu göstermi�tir.  

 

Vasküler düz kas hücreleri izole edilip idendifikasyonları yapıldıktan sonra, 

hücreler yüksek glukozla beslenmi� ve yüksek glukozlu ortamda hücre 

proliferasyonu ile buna aracılık eden ERK1/2, Akt ve STAT3 fosforilasyonlarındaki 

deği�iklikler incelenmi�tir. Aynı özellikteki hücreler normal glukoz ile beslenip 

yüksek glukozun kontrol grubu olarak kullanılmı�tır. Bulgularımızda yüksek 

glukozun, vasküler düz kas hücre proliferasyonunda ∼ % 40 gibi bir artı�a neden 

olduğu gözlenmi�tir (�ekil 4.20). Yüksek glukoz uygulaması ile elde ettiğimiz diğer 

bulgularda ise, normal glukoz kontrollerine göre, ERK1/2, Akt ve STAT3 

fosforilasyonlarının arttığı saptanmı�tır (�ekil 4.2, �ekil 4.3 ve �ekil 4.4). Literatürde 

yüksek glukozun sebep olduğu bu artı�ların nedenini açıklayabilecek pek çok 

çalı�ma mevcuddur. 

 

Mariero ve arkada�larının 2005 yılında yayınladıkları derlemede, yüksek 

glukozun farklı hücreler üzerinde olu�turduğu deği�ikliklerden söz edilmi�tir (76). 

Bu derlemeye göre yüksek glukoz, hücrelerdeki Protein Kinaz C (PKC) enziminin de 

novo sentezinin artı�ına neden olmaktadır. Yüksek glukoz uyarımlı glomerüler 

mezan�iyal hücrelerde, PKC’nin birçok formunun uzun süreli aktifle�tiği 

gözlenmi�tir (77). Bunun yanı sıra, Ha ve Lee ile Hanede ve ark. yaptıkları çalı�mada 
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yüksek glukozda, makromoleküllerde artan non enzimatik modifikasyonlar (glikozile 

son ürünlerin, AGE, olu�umu gibi) hücrelerde sorbitol ve miyo-inozitol 

metabolizmasını deği�tirip oksidanların olu�umunu arttırdığı ve bu durumun MAP 

kinaz aktivasyonunda artı�a yol açabildiğini ileri sürmü�lerdir (78, 79) Amiri ve 

arkada�larının yaptıkları çalı�malarda ise yüksek glukozun vasküler düz kas 

hücrelerinde serin ve tirozin fosforilasyonlarını arttırdığı ve hücre büyümesine neden 

olduğunu öne sürmü�tür (10). Yine aynı çalı�mada yüksek glukozun Jak/STAT 

aktivasyonunu arttırdığını gözlenmi�lerdir. Natarajan ve arkada�larının 1999 yılında 

yüksek glukozlu ortamda VDK hücreleri üzerine yaptıkları çalı�malarda, yüksek 

glukozun ERK1/2 ve JNK aktivitesini arttırdığı saptanmı�tır. Bunlar ve benzeri 

bulgular yüksek glukozun hücre içerisinde, PKC enzim aktivitesinin artması, 

oksidatif stres ürünlerinin olu�umu, hücre içi fosforilasyon mekanizmalarının artıp 

fosfatazların baskılanması gibi mekanizmalarla ERK1/2, JNK ve STAT gibi 

proteinleri aktive ederek  hücre prolifaresyonunu arttırdığına i�aret etmektedir. 

 

VDKH proliferasyonunu arttıran bir diğer uyaran Ang II’dir. Elde ettiğimiz 

verilerde normal ve yüksek glukozlu ortamda Ang II’nin vasküler düz kas hücre 

proliferasyonunda artı�a neden olduğunu gözlemlenmi�tir (�ekil 4.20). Ang II 

uyarımı sonrasında hücre proliferasyonundaki bu artı�ların Ang II uyarımı sonrasında 

fosforilasyonları artan ERK1/2, Akt ve STAT3 gibi sinyal moleküllerinden 

kaynaklandığını dü�ünüyoruz. Çünkü VDK hücrelerinde elde ettiğimiz verilerde, 

Ang II uyarımı sonrasında ERK1/2, Akt ve STAT3 protein fosforilasyonlarında 

artı�lar saptadık (�ekil 4.2, �ekil 4.3 ve �ekil 4.4). A�ağıdaki paragraflarda Ang II 

uyarımıyla artan protein fosforilasyonundaki deği�iklikler, yüksek glukozdaki i�leyi� 

mekanizmaları ve bunlarla ili�kili bulgularımıza değinilmektedir.  

 

Ang II uyarımıyla AT1R üzerinden MEK kinazların fosforilasyonu 

aracılığıyla ERK1/2’lerin fosforile oldukları bilinmektedir. Yapılan çalı�malarda, 

AT1R uyarımını takiben MEK kinazların aktive olabilmesi için, hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonun artması, PLC ve PKC enzimin aktifle�mesi gerektiği bildirilmi�tir. 

Bu bilgilerin bir kısmı grubumuzun daha önceki çalı�malarıyla gösterilmi�tir (18). 

ERK1/2 fosforilasyonuna farklı bir açıyla bakıldığında; EGF reseptörü üzerinden 

Grb2-Sos-Ras yolağının etkinle�mesi ile pERK1/2 arttığı saptanmı�tır. Bu iki farklı 

reseptör üzerinden olu�an ERK1/2 fosforilasyonu, Ang II uyarımı sonrasında AT1R 

üzerinden EGFR transaktivasyonun gerçekle�tiği noktada birle�mektedir. Bu sayede 

Ang II uyarımlı ERK1/2 aktivasyonunun güçlendiği dü�ünülmektedir. Bu 

transaktivasyondaki aracı moleküller ise halen ara�tırılmaktadır. Bizim elde ettiğimiz 

bulgularda, Ang II uyarımı sonrasında, hem Ang II’nin hem de ortamdaki yüksek 

glukozun ERK1/2 fosforilasyonunu arttırdığı gözlenmi�tir (�ekil 4.2 ve 4.3). Ang II 

ve YG’un birlikte bulunduğu durumda ERK1/2 fosforilasyonu �iddetlenmi�tir. Ang 

II uyarımı sonrasında ortama spesifik ERK1/2 inhibitörü PD098059 eklendiğinde 
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Ang II uyarımlı ERK1/2 fosforilasyonunun kontrol seviyesinde kaldığı gözlenmi�tir 

(�ekil 4.15). Bu bulgu Ang II uyarımlı  pERK1/2’deki artı�ın spesifik olduğunu 

göstermektedir.  

 

Ang II uyarımı sonrasında aktifle�en bir diğer sinyal iletim yolu 

PI3K/Akt’dir. VDKH’lerinde Ang II uyarımı sonrasında  PI3K aktifle�tiği ve Akt’ye 

bağlanarak Akt’nin ser473 fosforilasyonuna yol açtığı bilinmektedir. Fosforillenen 

Akt; bad, mTOR ve eNOS gibi aracı moleküller üzerinden hücreyi ya�ama ve protein 

sentezine götürmektedir (80). Wang ve arkada�larının 2010 yılında yaptıkları 

çalı�mada, yüksek glukozlu �artlarda süre bağımlı olarak Akt aktivasyonunun arttığı 

saptanmı�tır (81). Ancak bu çalı�ma kısa süreli (0-2 saat) (0-24 saat) yüksek glukoz 

inkübasyonlarını göstermektedir. 

 

 Literatürde yüksek glukozlu ortamda Akt fosforilasyonuna dair çalı�malar 

çok yeni ve sınırlıdır. Bu sebepten dolayı amacımız doğrultusunda, uzun süre yüksek 

glukoza maruz kalan VDK hücrelerinde Ang II uyarımlı Akt fosforilasyonları 

çalı�ılmı�tır. Elde ettiğimiz bulgularda Ang II ve yüksek glukozun Akt 

fosforilasyonunda artı�a neden olduğunu saptandı (�ekil 4.4). Bu bulgulardan yola 

çıkarak VDKH’ lerinde Ang II ve yüksek glukozun Akt fosforilasyonunda etkili 

olduğunu ve iki uyaranın birlikte bulunması durumunda sinyallerin katlanarak 

arttığını söylenebilir.  Bunun yanı sıra bizim çalı�mamız uzun süreli hiperglisemide 

Akt fosforilasyonunun etkisini göstermesi açısından değerlidir.  

 

Biz vasküler düz kas hücrelerinde hücre proliferasyonuna neden olan temel 

basamaklardan birinin Jak/STAT yolu olduğunu dü�ünmekteyiz. Daha önceden 

yapılan çalı�malarda Ang II uyarımı sonrasında AT1 reseptörünün C-terminal 

bölgesinin JAK2’ye bağlandığı ve tirozin fosforilasyonunun gerçekle�tiği 

belirtilmi�tir (82). JAK2 inhibitörü AG-490 ile yapılan çalı�malarda; JAK2 inhibe 

edildiğinde STAT3’lerin, Ang II uyarımlı hücre proliferasyonunun ve DNA 

sentezinin bloke olduğu saptanmı�tır (9). Amiri ve arkada�larının yaptıkları 

çalı�malarda ise yüksek glukoz ve Ang II uyarımının JAK/STAT fosforilasyonunu 

ve hücre proliferasyonunu arttırdığı gözlenmi�tir (10). 

 

Bu verilerden yola çıkarak VDKH kültürlerinde 48 saat yüksek glukozla 

inkübasyon sonrasında Ang II uyarımının STAT3 fosforilasyonu üzerine etkileri 

ara�tırıldı. Sonuçlarımızda Ang II uyarımı sonrasında NG ve YG’lu ortamda STAT3 

fosforilasyonunun arttığı gözlendi (�ekil 4.6). Elde ettiğimiz bulgular Amiri ve 

arkada�larının çalı�malarıyla da uyumludur. Ang II’ni VDKH’lerinde hücre 

proliferasyonunda önemli bir basamak olan STAT3 fosforilasyonunu arttırdığı 

bilinmektedir.  
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VDK hücrelerinde yüksek ve normal glukozlu ortamda Ang II’nin hücre 

proliferasyonu ve aracı sinyal molekülleri üzerine etkilerini inceledikten sonra bu 

etkilerin ortaya çıkmasına aracılık eden reseptörlerin her iki ortamda da etkilerini 

incelemek istedik. VDK hücrelerinde Ang II uyarımı sonrasında AT1 reseptörünün 

aracılı sinyalleri yönlendirdiği bilinmektedir ancak ortamdaki glukoz 

konsantrasyonunun artması ve AT1R üzerinden EGFR transaktivasyonlarının 

gerçekle�mesinden dolayı her iki reseptör de çalı�ma kapsamına alındı.  

 

Đlk a�amada AT1R antagonisti losartan ve EGFR inhibitörü AG1478’in Ang 

II uyarımlı hücre proliferasyonu üzerine olan etkilerini incendi. Bulgularımızda 

NG’lu ortamda AT1R antagonisti losartan ve EGFR inhibitörü AG1478, Ang II 

uyarımlı hücre proliferasyonunu kontrol seviyesine kadar baskıladı (�ekil 4.22). 

YG’lu ortamda ise AT1R antagonisti  losartan, Ang II uyarımlı proliferasyonu 

kontrol seviyelerine baskılarken; EGFR inhibitörü AG1478 kontrol seviyesinin altına 

dü�ürdü (�ekil 4.23).  

 

Bu veriler bize uzun süre yüksek glukoza maruz kalan vasküler düz kas 

hücrelerinde EGF reseptörü üzerinden i�leyen sinyallerin de etkili olduğunu 

göstermektedir. Her ne kadar Ang II uyarımlı hücre proliferasyonunda AT1 reseptörü  

etkili olsa da, hücre proliferasyonu söz konusu olduğunda büyüme faktör 

reseptörlerinin etkisi beklenmedik bir sonuç değildir. 2003 yılında Konishi ve 

arkada�larının yaptıkları çalı�mada, vasküler düz kas hücrelerinde EGFR 

transaktivasyonlarını ortamda bulunan glukozun düzenlediği öne sürülmektedir. 

Yaptıkları çalı�mada yüksek glukozun 170 kDa ağırlığındaki EGFR aktive ettiği ve 

Ang II’nin de EGFR transaktivasyonunu 170kDa-EGFR üzerinden gerçekle�tirdiği 

söylenmektedir. Bu veri bize yüksek glukozlu ortamda EGFR reseptörünün ne kadar 

önemli olduğunu göstermektedir.  

 

Reseptör inhibitörlerinin hücre proliferasyonu üzerine olan etkilerini 

inceledikten sonra; Her iki reseptör inhibitörünün Ang II uyarımlı ERK1/2, Akt ve 

STAT3 fosforilasyonu üzerine olan etkilerini NG ve YG ortamda ara�tırdık. 

Bulgularımızda, NG’lu ortamda AT1 Reseptör antagonisti losartanın Ang II uyarımlı 

ERK1/2 fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskıladığı görülmü�tür. EGFR 

inhibitörü AG1478 ise Ang II uyarımlı ERK1/2 fosforilasyonunu baskılamı�tır ancak 

bu baskı losartanda olduğu kadar güçlü değildir (NG-kontrol seviyesinden yüksek). 

Bu veriler bize NG’lu ortamda Ang II uyarımlı ERK fosforilasyonunda temel 

reseptörün AT1R olduğunu,  EGFR transaktivasyonun ise etkili olduğunu (AG1478 

ile baskılamadan dolayı) ancak ikinci sırada kaldığını dü�ündürmektedir (�ekil 4.8 ve 

4.9).  

 

YG’lu �artlarda ise; hem Losartan hem de AG1478 Ang II uyarımlı ERK1/2 

fosforilasyonunu YG-kontrol seviyesinin altına dü�ürmü�tür ve AG1478’ deki dü�ü� 
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daha etkilidir. YG’da AG1478 inhibitörü olan hücrelerdeki dü�ü�ün losartan’dan 

daha fazla olması yüksek glukoz �artlarında EGFR reseptörünün ön plana çıktığını ve 

büyüme sinyallerinin bu reseptör üzerinden i�lediğini dü�ündürmektedir. Ayrıca 

YG’lu ortamda, Ang II uyarımlı-losartan inhibisyonu YG-kontrol seviyesinin altında 

bulunmu�tur. Bunun nedeninin losartanın AT1R bloke etmesi sonucunda EGFR 

transaktivasyonlarının kısmı olarak kesilmesi olduğu dü�ünülmektedir (�ekil 4.8 ve 

4.9).  

 

AT1R antagonisti losartan ve EGFR inhibitörü AG1478’in Ang II uyarımlı 

Akt fosforilasyonu üzerine etkileri incelendiğinde, NG’lu ortamda losartanın, Ang II 

uyarımlı Akt fosforilasyonunu, NG-kontrol seviyesine kadar baskıladığı; AG1478’in 

ise  kısmı baskıladığı görüldü. YG’lu ortamda ise losartan, Akt fosforilasyonunu YG-

kontrolü seviyesine dü�ürdü. Bu dü�ü�ler NG ve YG’da olu�an Ang II uyarımının 

AT1R üzerinden gerçekle�tiğini göstermektedir. YG’lu ortamda Ang II uyarımı 

altında AG1478 uygulanan hücrelerde NG-kontrol seviyesine kadar olan dü�ü�, 

ortamda glukoz konsantrasyonu arttığında Akt fosforilasyonunun temelinde EGFR 

olduğunu akla getirmektedir (�ekil 4.10 ve 4.11). 

 

AT1R antagonisti losartan ve EGFR inhibitörü AG1478’in Ang II uyarımlı 

STAT3 fosforilasyonu üzerine etkileri incelendiğinde, elde ettiğimiz bulgularda, 

NG’lu ortamda hem losartanın hemde AG1478’in Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskıladığı görüldü. Bu bulgu, Ang II 

uyarımının AT1 reseptörü üzerinden gerçekle�tiğini doğrularken, STAT3 

fosforilasyonunda AT1R kadar büyüme faktör reseptörlerinin de etkili olduğunu 

göstermektedir. YG’lu ortamda ise, Ang II uyarımı altında hem losartan hem de 

AG1478 uygulanan hücrelerde STAT3 fosforilasyonları HG-kontrol seviyesine kadar 

dü�mü�tür. Bu durumda Ang II uyarımı altında her iki reseptörün de etkili olduğu 

dü�ünülebilir (�ekil 4.12 ve 4.13). 

 

�u ana kadar anlatılan ve gösterilen veriler, vasküler düz kas hücrelerinde 

yüksek glukozlu ortamda, Ang II uyarımının hücre proliferasyonuna neden olduğunu 

ve bu hücre proliferasyonuna aracılık eden moleküllerin ba�ında ERK1/2, Akt ve 

STAT3 fosforilasyonlarının geldiğini göstermektedir. Elde ettiğimiz deneysel 

verilerden Ang II ve yüksek glukozun hücre proliferasyonu üzerine etkilerinin AT1R 

ve EGFR reseptörü üzerinden gerçekle�tiğini söyleyebiliriz. Bu noktadan sonra 

odaklandığımız konu, VDK hücrelerinde yüksek glukoz ve Ang II uyarımı altında 

artan hücre proliferasyonunu nasıl kontrol altına alabiliriz ve düz kas hücrelerinde 

artan proliferasyonun baskılanmasını nasıl bir moleküler mekanizma ile 

açıklayabiliriz.  
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Bu konuda literatürde çok geni� veriler olmasa da Haider ve ark yaptıkları 

çalı�malar resveratrolün vasküler düz kas hücreleri üzerindeki etkilerini ve 

mekanizmalarını açıklamada öncü olmu�tur. Bu ekibin yaptıkları çalı�malarda 

VDKH’lerinde resveratrolün 48 saatlik ön inkübasyon sürelerinde, doz bağımlı 

olarak hücresel hipertrofiyi baskıladığı ve 50 µM dozun baskılamadaki en etkili doz 

olduğu öne sürülmü�tür. Yine aynı çalı�mada resveratrolün Akt fosforilasyonunu 

kontrol seviyesine baskıladığı ve Erk fosforilasyonunda dü�ü�e neden olduğu 

belirtilmi�tir.  

 

Koroner arter düz kas hücrelerinde yapılan bir çalı�mada, resveratrolün 

ERK1/2 ve JNK fosforilasyonunu baskıladığı gösterilmektedir (83). 

 

 Poussier ve ekibinin 2005 yılında yayınladıkları çalı�mada; VDK 

hücrelerinde 10-4, 10-5, 10-6 M resveratrol ile 3 gün inkübe edilmi� ve hücre 

sayılarındaki deği�iklikler gözlenmi�tir. %1 FBS içeren ortamda 10-4 ve 10-5 M 

resveratrolün hücre proliferasyonunu anlamlı derecede baskıladığı görülmü�tür (84).  

 

VDKH hücrelerinin primer kültürlerinde, resveratrolün hücre proliferasyonu 

üzerine olan etkilerini gösteren çalı�malar çok yeni ve yok denecek kadar azdır. 

Hiperglisemi durumunda resveratrolün hücre proliferasyonu üzerine etkileri ve 

bunlarla ili�kili sinyal molekülleri ise henüz literatürde yerini almamı�tır.  

 

Bu nedenlerle çalı�malarımızın devamında; Vasküler düz kas hücre 

kültürlerinde yüksek glukozlu ortamda Ang II uyarımı sonucunda aktifle�en hücre 

proliferasyonu ve proliferasyona yol açabilecek sinyal molekülleri üzerine 

resveratrolün etkileri ara�tırılmı�tır. Yüksek glukozlu ortamda Ang II uyarımlı hücre 

proliferasyonu üzerine resveratrolün etkilerini incelemesinden dolayı çalı�mamız 

özgündür. 

 

Çalı�malarımızdada resveratrolün 50 ve 100 µM konsantrasyonu 24 ve 48 

saatlik ön inkübasyonlarda çalı�ılmı�tır. Resveratrol ön-inkübasyonlarını takiben 24 

saatlik Ang II uygulama süresinde de resveratrol ortamda tutulmu�tur. FBS’den 

kaynaklanabilecek uyarımları elimine etmek için resveratrolün ve Ang II’nin tüm 

inkübasyon sürelerinde medyumdaki FBS oranı % 0,1 oranında tutulmu�tur.  

 

Bulgularımızda, NG ortamda resveratrolün 24 saat ön inkübasyonu ile kontrol 

grupları kar�ıla�tırıldığında, 50 ve 100 µM resveratrolün Ang II uyarımlı hücre 

proliferasyonunu azalttığı gözlenmi�tir (�ekil 4.24). Resveratrol ön inkübasyonu 48 

saat uygulandığında, Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu, 50 µM resveratrol ile 

azalırken, 100 µM resveratrolde kontrol seviyesinin altında bulunmu�tur (�ekil 4.25). 
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YG’lu ortamda 24 saat resveratrol ön inkübasyonu ile ilgili bulgularda 100 

µM resveratrolün tek ba�ına uygulandığı hücrelerde proliferasyonun kontrol 

seviyesinin altına dü�tüğü gözlemlenmi�tir. Resveratrolün Ang II ile birlikte 

uygulandığı hücrelerde ise, her iki konsantrasyonda da Ang II uyarımlı hücre 

proliferasyonu kontrol seviyesine baskılanmı�tır (�ekil 4.26). 48 saatlik resveratrol 

uygulamasında Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu, 50 µM resveratrol ile azalırken 

100 µM’lık resveratrol uygulamalarında, kontrol seviyesinin altına dü�mü�tür (�ekil 

4.27). 

 

Elde ettiğimiz bu veriler bize normal ve yüksek glukozlu ortamda Ang II 

uyarımı sonrasında olu�an hücre proliferasyonunu resveratrolün baskılayabildiğini 

göstermektedir. Resveratrolün yüksek konsantrasyonlarda hücre proliferasyonundaki 

inhibisyon etkisi güçlenmektedir. Ayrıca yüksek glukozlu ortamda elde ettiğimiz 

veriler incelenip normal glukozla kıyaslanınca, resveratrolün yüksek glukoz 

nedeniyle artan hücre proliferasyonunu baskılamada daha etkili olduğu gözlenmi�tir.  

 

Mnjoyan ve Fujise’nin 2003 yılında yayınladıkları çalı�malarında 

resveratrolün dü�ük konsantrasyonlarda VDK hücrelerini apoptozise uğratmadan 

inhibe ederken, yüksek konsantrasyonlarda apoptozisi uyararak inhibe ettiklerini 

göstermi�lerdir (85). Bu verilerden yola çıkarak resveratrolün daha çok anormal 

hücre çoğalmasında seçici olduğu söylenebilir. Poussier ve ekibi de vasküler düz kas 

hücresinde resveratrolün apopitozisi uyararak  hücre proliferasyonu inhibe ettiğini 

öne sürmü�tür (84). 

 

Resveratrolün VDK hücre proliferasyonunu baskılama nedenleriyle ilgili 

literatürde birçok çalı�ma mevcuttur. Daha önceden de bahsedildiği üzere Haider ve 

arkada�ları resveratrolün vasküler hipertrofiyi Akt’nin inhibisyonu üzerinden 

gerçekle�tirdiğini öne sürmektedir (15). Poussier ve ark resveratrolün hücre 

morfolojisinde deği�iklik yapmadan apopitozisi uyararak hücre proliferasyonunu 

azalttığını göstermi�lerdir. Bunun yanı sıra aynı çalı�mada resveratrolün hücre 

siklusunu G1→S fazında bloke edildiği flow sitometri çalı�malarıyla gösterilmi�tir 

(84). Cheng ve arkada�larının 2004 yayınladıkları çalı�mada Ang II uyarımlı 

kardiyomiyosit hipertrofisinde resveratrolün ROS olu�umunu baskılayarak 

inhibisyon etki yarattığı rapor edilmi�tir (86). Biz de çalı�mamızda hücre 

proliferasyonunun baskılanmasında ERK1/2, Akt ve STAT3 fosforilasyonlarının 

katkısı olup olmadığını ara�tırmak istedik. 

 

Bulgularımızda sadece resveratrol uygulanan hücrelerde Akt 

fosforilasyonunun NG ve YG ortamda kontrol seviyesinin altına dü�tüğü gözlendi. 

Ang II ve RV’nin birlikte uygulanması durumunda da Akt fosforilasyonu, kontrol 

seviyesinin altındaydı. Elde ettiğimiz sonuçlar, NG ve YG’lu ortamda Ang II uyarımı 

sonucu aktifle�en Akt fosforilasyonunda resveratrolün tam bir inhibisyon etkisinin 
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olduğunu; Ang II uyarımı olmadan da resveratrolün Akt fosforilasyonu kontrol 

seviyesinin altına dü�ürdüğünü göstermektedir (�ekil 4.16). NG ortamda elde 

ettiğimiz veriler Haider ve ark yaptıkları çalı�malar ile uyumluyken YG ortamdaki 

verilerimiz literatürde ilk kez gösterilmi�tir. VDKH’lerinde Ang II uyarımını takiben 

Gab-1(Grb-2 associated binder)’in tirozin birimlerinin hızlı bir �ekilde fosforile 

olduğu ve PI3K p85 alt ünitesiyle ili�kilendiği biliniyor. Resveratrolün Gab-1 

fosforilasyonunu azaltarak Akt fosforilasyonunu baskıladığı öne sürülüyor (16). Bu 

mekanizma resveratrol uygulanan hücrelerde Akt inhibisyonunun nedenini 

açıklayabilir. 

 

Kardiyak fibroblast hücrelerinde resveratrolün Ang II uyarımlı ERK1/2 

aktivasyonunu baskıladığı bildirilmi�tir (17). Haider ve ark çalı�malarında ise VDK 

hücrelerinde resveratrolün ERK1/2 fosforilasyonunu kısmı olarak baskıladığını öne 

sürülmü�tür. Bizim elde ettiğimiz verilerde ise VDK hücrelerinde NG ortamda 

ERK1/2 fosforilasyonunun baskılanmadığı görülmü�tür. YG’lu �artlarda ise;  

resveratrol tek ba�ına uygulandığında ERK fosforilasyonu NG-Kontrol seviyesine 

kadar dü�ürmü�tür. Bu veri bize YG nedeniyle olu�an ERK fosforilasyonunu, 

resveratrolün baskılayabildiğini dü�ündürmektedir. Ortamda Ang II ve resveratrolün 

birlikte olduğu hücrelerde ise resveratrolün bu etkisi tamamen ortadan kalkmı� gibi 

görünürken, hücreler Ang II uyarımına tam olarak cevap verebilmektedir (�ekil 

4.14).  

 

 Resveratrolün süre ve doz bağımlı olarak Jak1/STAT3 sinyal yolunu fare 

kökenli lenfositik lösemili hücre kültürlerinde (L1210) inhibe ettiği gösterilmi�tir. 

Resveratrolün bu etkiyi Jak1 ve STAT3’ün fosforilasyonunu azaltarak 

gerçekle�tirdiği öne sürülmektedir (87). Literatürde resveratrol ve STAT3 

fosforilasyonuna dair net veriler yoktur.  
 

VDK primer hücre kültürlerinde, NG ve YG ortamdaki bulgularımızda 

resveratrolün tek ba�ına uygulandığı hücre gruplarında, STAT3 fosforilasyonunun 

kontrol seviyesine yakın olduğu  gözlenmi�tir. NG ortamda; Ang II ile birlikte 

RV’nin olduğu hücrelerde, Ang II uyarımlı STAT3 fosforilasyonunun kısmı olarak 

baskılandığı gözlenmi�tir. YG’lu ortamda ise; Resveratrol, Ang II uyarımlı STAT3 

fosforilasyonunu kontrol seviyelerine kadar baskılamı�tır (�ekil 4.18). Bu veriler 

bize YG’lu ortamda Ang II uyarımlı STAT3 fosforilasyonu üzerine resveratrolün 

inhibitör etkisinin olduğunu göstermektedir. Bu veri bizim için önemlidir çünkü 

VDKH hücrelerinde yüksek glukozlu ortamda resveratrolün STAT3 

fosforilasyonunu baskıladığına dair ilk veriler bu çalı�mada gösterilmi�tir. 

Literatürde farklı hücre gruplarında bu inhibisyonun mekanizmasına ait yeterli veri 

bulunmamaktadır ve bu nokta ara�tırılmaya açıktır.  
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Özetle, VDK hücrelerinde yüksek glukozlu ortamda, Ang II uyarımlı hücre 

proliferasyonu üzerine resveratrolün inhibitör etki yarattığı söylenebilir. 

Resveratrolün hücre proliferasyonunu baskılamada farklı mekanizmalar kullandığı 

öne sürülse de bu çalı�ma göstermi�tir ki, resveratrol Akt ve STAT3 

fosforilasyonlarını baskılayarak hücre proliferasyonunun inhibisyonuna katkı 

sağlamaktadır.  

 

Çalı�malarımızda resveratrolün özellikle Akt fosforilasyonunu yüksek oranda 

inhibe etmesi dikkatimizi çekmi�tir. Çünkü vasküler düz kas hücrelerinde Akt 

proteini, hücreyi ya�ama yada ölüme götürmeye karar verebilecek kav�ak bir 

moleküldür. Çalı�malarımız bize göstermi�tir ki, resveratrol de yüksek glukozla 

beslenme gibi durumlarda, a�ırı prolifere olan vasküler düz kas hücrelerini 

baskılamada daha etkilidir. Ayrıca çalı�malarımızda kullandığımız resveratrolün 

yüksek konsantrasyonları hücrelerin morfolojisini bozmadan inhibisyon etki 

yaratmı�tır. Tüm bu veriler bize resveratrolün vasküler düz kas hücre 

proliferasyonunu gerekli durumlarda ve uygun molekülleri seçerek inhibisyon etki 

yarattığını dü�ündürmektedir.  

 

Çalı�mamızda elde edilen verilerden, resveratrolün özellikle yüksek glukozla 

beslenen vasküler düz kas hücrelerinde STAT3 fosforilasyonunu inhibe ettiği 

bulgusu literatürde ilk kez gösterilmektedir. STAT3 proteini, ortamın glukoz 

konsantrasyonu arttığında fosforilasyonu artan ve hücreyi çoğalma yönünde uyaran 

bir moleküldür. Resveratrolün inhibisyon mekanizmasında STAT3 proteinini 

seçmesi diyebet gibi uzamı� hiperglisemi durumunda artan hücre proliferasyonunu 

inhibe etmede çok etkili bir yol olabilir.  

 

Resveratrolün kardiyovasküler hastalıklardan koruyucu etkisi bilinse de bu 

etkileri ortaya koyan moleküler etki mekanizmaları halen ara�tırılmaktadır. 

Çalı�mamızın bu ara�tırmalara yardımcı olabilecek nitelikte olduğunu ve literatüre 

kattığımız yeni bilgilerin ilerideki ara�tırmaların geli�tirilmesine ı�ık tutabileceğini 

dü�ünmekteyiz. 
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SONUÇLAR 
 
 

 Çalı�mamızda rat aortik primer vasküler düz kas hücre kültüründe normal ve 

yüksek glukozlu ortamda Anjiyotensin II uyarımı ile olu�an hücre proliferasyonu ile 

aracı sinyal molekülleri (pERK, pAkt, pStat3) üzerine resveratrolün etkileri 

incelenmi�tir.  
  
 Elde ettiğimiz bulguların sonuçları a�ağıda kısaca özetlenmi�tir. 
 

1. VDK hücre kültürlerinde yüksek glukozun,  (25 mM, 48 saat) normal glukoz 

(5,5 mM, 48 saat) kontrollerine kıyasla hücre proliferasyonunu ∼ % 40 

oranında arttırdığı saptanmı�tır.  

 

2. VDK hücrelerinde yüksek glukoz uygulamasının ERK1/2, Akt ve STAT3 

fosforilasyonunda  artı�a neden olduğu gözlenmi�tir. 

 

3. VDK hücrelerinde normal ve yüksek glukozlu ortamda Ang II uyarımının 

(100 nM, 5 dakika) hücre proliferasyonunu arttırdığı saptanmı�tır. 

 
4. VDKH’lerinde normal ve yüksek glukozlu ortamda Ang II uyarımının (100 

nM, 5 dakika) ERK1/2, Akt ve STAT3 proteinlerinin fosforilasyonunda artı�a 

neden olduğu kaydedilmi�tir. 

 

5. VDKH’lerinde NG ortamda reseptör inhibitörleri losartan ve AG1478’in Ang 

II uyarımlı hücre proliferasyonunu kontrol seviyesine kadar baskıladığı 

saptandı. 

 

6. VDKH’lerinde YG’lu ortamda AT1R antagonisti  losartanın Ang II uyarımlı 

proliferasyonu kontrol seviyelerine baskılarken; EGFR inhibitörü AG1478’in, 

Ang II uyarımlı proliferasyonunu kontrol seviyesinin altına dü�ürdüğü 

gözlendi. 

 
7. VDKH’lerinde NG’lu ortamda AT1 Reseptör Antagonisti losartanın Ang II 

uyarımlı ERK1/2 fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskıladığı 

gözlenmi�tir. EGFR inhibitörü AG1478 ise Ang II uyarımlı ERK 

fosforilasyonunu baskılamı�tır ancak bu inhibisyon NG-kontrol seviyesinden 

yüksek bulunmu�tur. Bu veriler bize NG’lu ortamda Ang II uyarımlı ERK 
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fosforilasyonunda temel reseptörün AT1R olduğunu,  EGFR (AG1478 ile 

baskılanman dolayı) ise ikinci sırada kaldığını dü�ündürmektedir. 

 

8. VDKH’lerinde YG’lu ortamda; hem AT1 Reseptör Antagonisti losartan hem 

de EGFR inhibitörü AG1478, Ang II uyarımlı Erk fosforilasyonunu YG-

kontrol seviyesinin altına dü�ürmi�tür ancak AG1478’deki dü�ü� daha 

etkilidir. Bu bulgular Ang II uyarımının AT1R üzerinden gerçekle�tiğini, 

yüksek glukozlu ortamda EGFR reseptörünün de etkili olduğunu 

dü�ündürmektedir.  

 

9. VDKH’lerinde NG’lu ortamda losartanın, Ang II uyarımlı Akt 

fosforilasyonunu, NG-kontrol seviyesine kadar baskıladığı; AG1478’in ise  

kısmı olarak baskıladığı gözlendi. 

 

10. YG’lu ortamda ise losartan, Akt fosforilasyonunu YG-kontrolü seviyesine 

dü�ürmü�tür. Bu dü�ü� YG’da olu�an Ang II uyarımının AT1R üzerinden 

gerçekle�tiğini göstermektedir. YG’lu ortamda Ang II uyarımı altında 

AG1478 uygulanan hücrelerde gözlenen NG-kontrol seviyesine kadar olan 

dü�ü�, YG’lu Akt fosforilasyonunun temelinde EGFR olduğunu 

dü�ündürmektedir. 

 

11. VDKH’lerinde NG’lu ortamda hem losartanın hemde AG1478’in Ang II 

uyarımlı STAT3 fosforilasyonunu kontrol seviyesine baskıladığı görüldü. Bu 

bulgu, Ang II uyarımının AT1 reseptörü üzerinden gerçekle�tiğini 

doğrularken, STAT3 fosforilasyonunda AT1R kadar büyüme faktör 

reseptörlerinin de etkili olduğunu dü�ündürmektedir.  

 

12. VDKH’ lerinde YG’lu ortamda ise, Ang II uyarımı altında hem losartan hem 

de AG1478 uygulanan hücrelerde STAT3 fosforilasyonları HG-kontrol 

seviyesine kadar dü�mü�tür. Bu bulgular yüksek glukozla beslenen 

hücrelerde Ang II uyarımı altında her iki reseptörün de etkili olduğunu 

dü�ündürmektedir. 

 
13. VDKH kültürlerinde resveratrolün hücre proliferasyonu üzerine olan 

çalı�malarda; Resveratrolün 50 µM konsantrasyonda, 24 ve 48 saatlik 

uygulama sürelerinde, Ang II uyarımlı hücre proliferasyonunu her iki 

ortamda da kontrol seviyelerine dü�ürdüğü gözlemlendi. 100  µM 

konsantrasyonlarda ise Ang II uyarımlı hücre proliferasyonu kontrol 

seviyelerinin altına dü�mü� olarak bulundu. Bu veriler bize resveratrolün Ang 

II uyarımlı proliferasyonu baskılayabileceğini göstermektedir.  
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14. VDKH’ lerinde 48 saat NG ve YG’la beslenen hücrelerde Ang II (100nM, 5 

dakika) uyarımı ile aktifle�en ERK1/2 fosforilasyonuna 50 µM, 30 dakika 

süreyle uygulanan resveratrolün etki etmediği gözlendi. YG’la beslenen 

hücrelere resveratrol tek ba�ına uygulandığında ERK1/2 fosforilasyonun NG-

Kontrol seviyesine kadar dü�tüğü gözlendi. Bu veri bize YG nedeniyle olu�an 

ERK1/2 fosforilasyonunu, resveratrolün baskılayabildiğini 

dü�ündürmektedir.  

 

15. VDKH kültürlerinde NG ve YG ortamda resveratrol (50 µM, 30 dakika) 

uygulaması Akt fosforilasyonunu kontrol seviyesinin altına dü�ürdü. Ang II 

ve resveratrolün birlikte uygulanması durumunda da Akt fosforilasyonu, 

kontrol seviyesinin altındaydı. Bu veriler, NG ve YG’lu ortamda Ang II 

uyarımı sonucu aktifle�en Akt fosforilasyonunda resveratrolün tam bir 

inhibisyon etkisinin olduğunu göstermektedir. 

 

16. VDK primer hücre kültürlerinde, NG ortamda, Ang II uyarımlı (100 nM, 5 

dakika) STAT3 fosforilasyonu üzerine, resveratrolün (50 µM, 30 dakika) 

kısmı bir inhibisyonunun olduğu gözlendi. YG ortamda tam bir inhibisyon 
saptandı. 
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