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1. GIRIS

Endotel hiicrelerinden sentezlenen ve gii¢lii bir vazokonstriktor aminoasid peptid
olan endotelin-1 (ET-1), bircok damar hastaligmin gelisiminde patolojik bir rol
oynamaktadir (1,2). Gergekten de; ateroskleroz, diabet ve hipertansiyon gibi farklh
patofizyolojik kosullarda plazma ET-1 diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Sicanlarda
deoksikortikosteron asetat (DOCA)-tuz veya anjiotensin II inflizyonu ile olusturulan
deneysel hipertansiyon modellerinde de ET-1 diizeylerinin yiiksek oldugu ve bunun
endotel disfonksiyonu gelisimi ile iligkisi bilinmektedir (1-5). Elde edilen kanitlar, ET-
I’in ETA/ETg reseptor aktivasyonu aracilifiyla, damarlarda siiperoksid anyon gibi
reaktif oksijen tiirlerini arttirdigina ve bunun endotel disfonksiyonu ile sonuglandigina
isaret etmektedir (6).

Diabetik si¢anlarindan aort halkalarinin endotel-bagimli gevsetici ajanlara verdigi
yanit kontroller ile karsilastirildiginda belirgin olarak zayiflamaktadir (7,8). Gelisen
endotel disfonksiyonunun, diabetik vaskiilopati patogenezinde anahtar bir rol oynadigi
kabul edilmektedir. Diabetik sicanlarin aortunda siliperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi
azalmis olup, oksijen kaynakli serbest radikaller endotel hasar1 gelisimine katkida
bulunmaktadir (9-11). Damarlarda hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin temel
kaynagi nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz adli enzimatik bir
komplekstir (12). Endotel disfonksiyonu gelisen diabetik hayvanlarda plazma ET-1
diizeyleri yiiksek bulunmustur (3-5). Yapilan c¢alismalar, ET-1’in NADPH oksidaz
aktivasyonu ile ROS’ni arttirdigmi bildirmektedir (13,14). ET-1 ve oksidatif stresin
endotel disfonksiyonu gelisiminde ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezindeki
onemli rolii degerlendirildiginde, ET-1 aracili endotel disfonksiyonu gelisiminin
mekanizmasinin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir. Her ne kadar, ET-1 aracili oksidatif
stresin arttig1 bilinse de, oksidatif stresin aktive ettigi endotel disfonksiyonuna aracilik
eden mekanizmalar heniiz aydinlatilamamaistir.

Poli (ADP-Riboz) sentetaz (PARS) adiyla da bilinen poli (ADP-Riboz) polimeraz
(PARP), okaryotik hiicrelerde bulunan ve bircok diizenleyici fonksiyona aracilik eden
onemli bir enzimdir (15,16). PARP; histonlar1 da igeren bir¢ok hedef proteinin glutamik
asid rezidiilerinde uzun ADP-riboz polimerleri olusturmak i¢in nikotinamid adenin

diniikleotid (NAD")’i nikotinamid ve ADP-riboza parcalamaktadir (16). Poli (ADP-



Ribozil)asyon olarak adlandirilan bu siire¢ deoksiriboniikleik asid (DNA) onarimi, gen
transkripsiyonu, hiicre Olimii, kromatin fonksiyonu ve gen stabilitesi gibi bircok
hiicresel siirecin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Giiniimiize kadar, yaklasik 18 tiyesi
saptanan bu enzim ailesinde 6zellikle PARP-1 ve PARP-2 DNA kiriklar1 ile uyarilan
proteinler oldugundan, DNA hasarinin onarim siirecinde ©Onemli fonksiyonlar
istlenmektedir (17). Cesitli durumlarda oksijen ve nitrojen kaynakli radikallerin
indiikledigi DNA tekli zincir kiriklar1 PARP enzim aktivitesinde artisa neden olmakta ve
bunun sonucu olarak niikleer proteinlerde ADP-riboz miktar1 artarken hiicre ici
diizeylerinde onemli dlciide azalma meydana gelmektedir (16). NAD" mitokondriyal
solunum zincirinde bir elektron tastyicis1 olarak gorev yaptig1 icin, NAD" diizeyindeki
bu azalma sonucunda hiicre i¢i ATP diizeyleri de hizla diismektedir. Bu olaylar sonucu,
glikoliz hizmin ve mitokondriyal solunumun yavaslamasi hiicresel fonksiyon
bozukluklar1 ve 6liimle (apoptoz, nekroz) sonuclanmaktadir (18,19). Bu nedenle, PARP
yolaginin asir1 aktivasyonunun miyokard infarktiisii, iskemi-reperfiizyon, kalp
yetmezligi, endotoksik sok, hiperhomosisteinemi ve diabet gibi oksidatif stresin arttigi
cesitli patolojik kosullarda endotel disfonksiyonu ve doku hasarinin gelisimi agisindan
onemli bir mekanizmay1 sundugu kabul edilmektedir (15,16, 20-26).

Endotel  fonksiyonlarmin =~ korunmasi  ateroskleroz,  hipertansiyon  gibi
kardiyovaskiiler hastaligi olan kisilerin kan basincinin kontroliinde ve wvaskiiler
komplikasyonlarin Onlenmesinde ¢ok o©Onemli bir yaklasimi sunmaktadir. Bir¢ok
kardiyovaskiiler hastalikta artan ET-1 diizeylerinin neden oldugu oksidatif stres endotel
fonksiyonlarmin bozulmasma neden olmaktadir. Oksidatif stres PARP yolaginin ana
tetikleyicisi oldugundan, ET-1 ile indiiklenen endotel disfonksiyonu gelisiminde
oksidatif strese bagli bu yolagm aktivitesinin artmasi 6nemli bir rol oynuyor olabilir.
Eger boyleyse, PARP inhibitorii ajanlarla bu yolagin baskilanmasi ateroskleroz,
hipertansiyon ve diabet patogenezinde 6nemli rol oynadig:1 bilinen ve hipertansiyonda
zararl bir faktor olan ET-1 aracili endotel disfonksiyonunun gelisimini dnleyebilir ve
boylece 6nemli bir koruyucu mekanizmay1 sunabilir.

Bu caligmanin amaci; sigan torasik aortunda ET-1 aracili endotel disfonksiyonu
gelisiminde PARP yolaginin olas1 roliiniin arastirilmasidir. Ayrica, PARP inhibitorii
ajanlarla bu yolagin inhibe edilmesinin ET-1 aracili endotel fonksiyonunu oOnleme

potansiyeli de bu calismada degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Damar Endoteli

Endotel, damar duvar1 ile kan akimi arasinda yer alan fonksiyonel bir bariyer
olarak tanimlanmaktadir (14). Endotel; hemostaz, damar gecirgenligi ve kan basinci gibi
kardiyovaskiiler bircok temel fonksiyonu kontrol etmektedir. 1980 yilindaki
arastrmalarda ortaya ¢ikan endotel’in vazodilatasyon yetenegi damar biyolojisinde
onemli bir gelismeye yol agmistir. Endotel; cok sayida biyolojik aktif madde iireterek
damar fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Endotel hiicreleri hem
vazokonstriktor hem de vazodilator maddeler tretebilir. Endotel kaynakli gevsetici
faktorler temel olarak nitrik oksid (NO), prostasiklin ve endotel kaynakli hiperpolarize
edici faktordiir. 1980 yilinda, prostaglandin olmayan endotel bagimli vazodilatér bir
faktor bulunmus ve daha sonra, endotel kaynakli gevsetici bu faktoriin (EDRF) niin NO
oldugu saptanmistir (27). NO oOzellikle inflamasyonu, damar diiz kas hiicre
proliferasyonunu, trombosit adezyonunu ve doku plazminojen faktor (tPA) salmimini
baskilar (14). Endotel hiicreleri ayrica, prostaglandin endoperoksidler ve anjiyotensin II
ve endotelin-1 (ET-1) peptid gibi vazokonstriktér maddeleri tiretir (28). 1985 yilinda,
damar endotelinin uzun siireli vazokonstriksiyonunu saglayan ve endotel-kaynakli
gevsetici  faktéor (EDRF)’ii  dengeleyen vazokonstriktér bir madde olusturdugu
gosterilmistir. Bu uzun etkili maddenin bir peptid oldugu saptanmis, bu madde izole
edilmis, 1988 yilinda endotel hiicre kiiltiirlerinden dizilimi yapilmig ve ‘endotelin’ ad1
verilmistir (29). Her biri 21 amino asid iceren ii¢ endotelin isopeptid (endotelin-1,
endotelin-2 ve endotelin-3) tanimlanmistir (30). Bunlardan ET-1 en gigcli
vazokonstriktordiir ve damar sisteminde eksprese edilen baskin bir izoformudur (28).
Gl¢lii bir vazokonstriktdr olan ET-1’in inotropik ve mitojenik 6zellikleri vardir, tuz ve
su dengesini etkiler ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemini ve sempatik sinir
sistemini uyarir. Endotelin genellikle damar tonusunu ve kan basincini arttirict etki
gosterir. Damar endotel fonksiyon bozuklugu (disfonksiyonu) kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisiminin erken bir bulgusudur ve ateroskleroz ve hipertansiyonlu
hastalardaki klinik olaylar ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle, endotel disfonksiyonu
gelisiminin mekanizmalar1 ile iligkili bilgiler ve endotel disfonksiyonunu onlemeye

yonelik farmakolojik stratejiler bu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in biiylik 6nem



tasimaktadir. Endotel disfonksiyonunda ET-1’in roliine iliskin preklinik ve klinik
kanitlar olmasma karsm, bunun altinda yatan mekanizmalar son zamanlarda
arastirilmaya baslanmistir (14). Bu nedenle, endotelin aracili endotel disfonksiyonunun
mekanizmasinin arastirilmasi esansiyel hipertansiyon, kronik kalp yetmezligi ve kronik

bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin tedavisinde 6nemli bilgiler saglayabilir.

2.2. Endotelin- 1 Hakkinda Genel Bilgi

2.2.1. Endotelinler

Endotelin (ET) diger memeli peptidleri ile dizi benzerlikleri gostermeyen ve 21
aminoasid iceren isopeptid ailesinin bir iiyesidir (31). ET-1 hidrofobik bir karboksil
terminal ucu ve ucunda 2 sistein kopriisii olan N terminal ucu iceren 21 aminoasitlik bir
peptid olup endotelin peptid ailesinin temel iiyesidir (Sekil 2.1) (31). ET-1"in kesfinden
kisa bir stire sonra ET-2 ve ET-3 olarak adlandirilan ve sirasiyla yapisal olarak 2 ve 6
farkli aminoasidi iceren peptidler saptanmistir. Endotelinlerin; endotelin-1 (ET-1),
endotelin-2 (ET-2) ve endotelin-3 (ET-3) olarak adlandirilan 3 izoformu disinda
dordiincii bir izoformu, aslinda orijinal olarak farede vazoaktif intestinal kasici peptid
olarak tanimlanan tiire 6zgii bir insan ET-2 analogudur (33). ET-1 damar endotelinde
iiretilen baskin izoformdur. ET-2, insan meme tiimdr biiylimesi ve invazyonu ile iligkili
iken; beyinde bol miktarda bulunan ET-3 ve vazoaktif intestinal kasici peptid/ET-2,

noronal endotelinler olarak adlandirilabilir (34).

‘ PreProEndotelin-1(ppET-1) ‘212

‘ Endopeptidaz

‘ Pro Endotelin-1(pET-1) ‘ 39

* Endotelin doniigtiiriicii enzim (EDE)

oeeee Endotelin -1

Sekil 2.1. Endotelinlerin yapisi.



2.2.2. Endotelinlerin iiretim boélgeleri

ET-1; endotel ve diiz kas hiicreleri, hava yolu epitel hiicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar, kardiyak miyositler, beyin hiicreleri ve pankreatik adacik hiicreleri
tarafindan {iretilir (35). ET-1, aym1 zamanda bobrek, arka hipofiz lobu ve merkezi sinir
sistemi tarafindan tretilirse de (36), ET-1’in iiretiminin en onemli bolgesi endotel
hiicreleridir (14). ET-1 iretimi, hiicre i¢i siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeyini
arttiran endotel kaynakli NO, nitrovazodilatorler, natriliretik peptidler, heparin ve
prostaglandinleri igeren c¢esitli uyaranlar ile inhibe edilir (Sekil 2.2) (28). Buna zit
olarak, adrenalin, anjiotensin II, vazopressin, kortizol gibi hormonlar, sitokinler, hipoksi
gibi fizikokimyasal uyaranlar ve trombin, glukoz ve okside olmus LDL gibi kan

komponentleri ise ET-1 iiretimini uyarici yonde etki gostermektedir.
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Sekil 2.2. Endotelin-1 sentezini diizenleyen faktorler ve ET-1 sentez yolagi.

Diger bir endotelin peptid olan ET-2’nin simirli miktar1 endotel hiicreleri, kalp ve
bobreklerde iiretilmektedir (37). Ayrica, ET-2 ovaryumda ve intestinal epitel hiicreleri
tarafindan eksprese edilir (32). Endotelin ailesinden ET-2’nin akcigerlerin
alveolarizasyonu, 1s1 regiilasyonu, yumurtlama, intestinal epitel hiicre homeostaz1 ve

bununla birlikte olas1 inflamatuvar barsak hastaligini regiile ettigini gosterilmistir.



ET-3’iin ise endotelde degil, secici olarak endokrin, gastrointestinal ve merkezi sinir
sisteminde eksprese edildigi goriinmektedir (32,36). ET-3 endotel hiicrelerinde, beyin
noronlarinda, renal tiibiiler epitel hiicrelerinde ve intestinal epitel hiicrelerinde bulunur

ve NO ve prostasiklin gibi vazodilatorlerin salinimina aracilik eder (38).

2.2.3. Endotelin reseptor fonksiyonu
1990 yilinda, ET ler i¢in spesifik afiniteye sahip 2 reseptor kesfedilmistir: ET 4 ve
ETg reseptorii (Tablo 2.1) (28). Her iki reseptor 6nemli derecede sekans benzerligi ile G-

proteinine bagli heptaheliks yapida transmembran proteinleridir (39).

Tablo 2.1. ET reseptorlerinin smiflandirilmasz.

Reseptor ET, ETyp ETg
Potens ET1>ET2 >>ET3 ET1=ET2=ET3
Affinite ET1~ 10 "9 mol/] ET1~ 10 mol/l
ET3 ~ 10 *mol/1 ET3 ~ 10 “*mol/1
Doku damar diiz kas! endotel damar diiz kas
Damar tipi konduit ve rezistans damarlar tiim damarlar resistans ve kapitans damarlar
Etki konstriksiyon dilatasyon konstriksiyon
Agonistler yok endotelin-1 endotelin-3, sarafatoksin 6¢
Prototip agonistler BQ-123 TAKo044, Bosentan BQ-788

Memeli dokularinda klonlanan ve karakterize edilen ETo ve ETg reseptorleri,
endotelinlerin 3 izoformunun degisik etkilerini agiklamaktadir (Sekil 2.3) (40). ETx
reseptorii endotel hiicrelerinden ¢ok, aort, kalp ve bobreklerde ve segici olarak damar
diiz kas hiicrelerinde eksprese edildigi goriilmektedir. ET reseptorii tercihen ET-1 ile
aktive edilir (34,35). ET-1, temel olarak ET, reseptorleri aracilig1 ile kardiyovaskiiler ve
solunum fonksiyonlarini kontrol eder (41). Kardiyovaskiiler sistem i¢inde ET A reseptorti,
cogunlukla ET-1’in miyokardiyal hiicre proliferasyonu ve damar kasici etkilerine
aracilik eder. ETp reseptorii ET-1 ile ve ET-3 ile esit sekilde aktive edilir. ETp reseptorii
mRNA’s1 en fazla endotel hiicre kiiltiirlerinde eksprese edilir (42). Bu endotel hiicre ETg
reseptorlerinin aktivasyonu NO ve prostaglandinleri iceren damar gevsetici maddelerinin
iiretimine yol acar. ETg reseptorii ise miyokard ve damar dokusunun proliferasyonunun
onlenmesi, renal natrilirez ve Ozellikle indirekt vazodilatasyon gibi biiyiik Olgiide zit
etkiler gosterir (31). ETg reseptorii mRNA’smin, vazokonstriksiyona aracilik eden

damar diiz kaslarda da bulundugu gosterilmistir (43).



Endotelin reseptor fonksiyonlari

[ Endotel hiicresi  Diiz kas hiicresi h)
\"‘—-—-_._____._-—-"/
ET-1 ET-1
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Prostasiklin *Diiz kas gevsemesi
Adrenomediillin | . . .
Relaksin *Damar gevsemesi, antiproliferasyon
Gherelin *Renal kan basincinin diizenlenmesi

Sekil 2.3. ET-1’1in vaskiiler etkileri.

Tim bu etkilerin “endotele ait” ETg reseptdr (ETg;) aracili olup olmadigma
bakilmaksizin, en azindan sicanlarda ve insanlarda, bu reseptoriin 6nemli homeostatik
rolii oldugu vurgulanmaktadir (32). Baska bir ETg benzeri reseptor alt-tipi olan ETg; nin
kesti ve ETg,’nin tavsan vendéz diiz kaslar1 {lizerinde ve sigan renal ve mezenterik
arteriyal diiz kaslarinda vazokonstriksiyon ile baglantili olmasi ile ETg; reseptorlerinin
normal bolgesel vazokonstriksiyona katildig: ileri siiriilmiistiir. Son zamanlarda; ETg; ve
ETgy’nin sirasiyla endokarda ait endotelde ve kardiyomiyositlerde bulundugu ve
kontraktilite iizerine zit etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ancak, arteriyal diiz kas
hiicreleri lizerinde lokalize olan ETg reseptorlerinin damarlarda kasici etki gostermedigi
ve ET-1"1n klirensinde oldukca 6nem tasidigi da bilinmektedir (44). ET 4 reseptorii temel
vazokonstriktor ve biiyiime destekleyici reseptor olarak kabul edilirken, ETg reseptorii
hiicre biiylimesini ve damar sistemde vazokonstriksiyonu inhibe eder ve “temizleme
(klirens) reseptorii” gibi diger fonksiyonlarinin da oldugu kabul edilmektedir. ETg
reseptor aracili bu klirens mekanizmasi1 6zellikle dolagimdaki ET-1’in ~ %80’inin
temizlendigi akcigerlerde onemlidir. ETs reseptorii ET-1 ve ET-2’ye subnanomolar
affinite gosterirken, ET-3’e ise 100 kat daha diisiik affinite gosterir (38). ETg, tiim

endotelin peptidleri i¢in esit subnanomolar affiniteye sahiptir.



Saglikli bireylerde, bobrek damar sistemi ET-1 ile indiiklenen vazokonstriksiyona
son derece duyarhdir; ancak vazokonstriktor ETp reseptorleri vazokonstriksiyona
katilmaz, ¢iinkii ET-1’in tiim renal etkileri ET4 reseptor antagonisti ile dnlenmektedir
(45). Bu nedenle, ETg-reseptortii ile olusan vazokonstriiksiyon normal kosullarda anlaml1
fark yaratmaz ve degeri olasilikla 6nemsizdir (32). Ancak, ETg reseptorlerinin giderek
artan diizeyde eksprese edildigi ateroskleroz ve esansiyel hipertansiyon gibi bazi hastalik
stireglerinde daha fazla 6nem kazanacag ileri siiriilmiistiir (45). Kardiyorenal hastalarda
potansiyel olarak var olan ETg reseptorlerinin artmis vazokonstiktor etkileri, ETg
reseptor-aracili vazodilatasyondan daha baskin hale gelmektedir (32).

Reseptorlerin tanimlanmasindan sonra oral olarak aktif, peptid olmayan ET
reseptOr antagonisti bosentan (Ro 47-0203) kesfedilmistir (46). Bosentan; diisiik ve orta
nanomolar araliktaki affinitesi ile hem ETa hem de ETg reseptorleri icin kompetetif
(yarigmali) bir antagonisttir. Ayn1 zamanda, bir¢ok in vitro, in vivo ve klinik ¢caligmada,
cesitli kimyasal yap1 ve alt-tip seciciligine sahip ET reseptor antagonistlerinin ET ile
indiiklenen cesitli etkileri inhibe edebildigi gdsterilmistir (47, 48). Prototipi siklik
pentapeptid BQ-123 olmak {izere peptid ve nonpeptid yapida giicliit ETs antagonistleri
sentezlenmistir (49). BQ-788 ise; ETg reseptoriiniin secici bir peptid antagonistidir (32,
48).

2.2.4. Plazma ve doku endotelin-1 diizeyleri

ET-1; insan plazmasinda bulunan siirekli olarak {iretilen ve atilan normal bir
peptiddir (40). Saghkl bireylerde konsantrasyonu oldukga diistik olup, bir¢ok caligmada
ortalama 0.3 pg/ml’den daha az bir deger ile 3 pg/ml (0.15- 1.5 pg/ml) arasinda degistigi
bulunmustur (40,51). Bu konsantrasyonlar sigan koroner dolagiminda vasokonstriksiyona
neden olabilecek 10 pg/ml degerlerinin altindadir (52). Genellikle, diiz kas hiicresi
cevresindeki peptid diizeyinin, diiz kas hiicresine dogru salinmmindan dolayr damar
limeni i¢indeki diizeyden ¢ok daha yiiksek oldugu varsayilir. Saglam damar yataginda
ET-1’in bazal sekresyonunun damar liimeninde interstisyal transiidaya gore 5 kat daha
fazla oldugu saptanmistir. Onemli olarak, ET-1 konsantrasyonunun transiidada 1pg/ml
diizeyini asla asmamis olmasi olduk¢a 6nemli olup, bu degerin koroner vazokontriktor
araligmin altinda oldugu aciktir (32). ET reseptor antagonistlerinin varliginda koronerde
ve interstisyal sivida direkt ET-1 oOlgiimleri ile birlikte koroner perflizyon basing

analizleri yapildiginda; endojen kardiyak ET-1’1n aktif bir sekilde diisiik koroner tonusta



rol oynadigt ve bunu olasilikla luminal salman peptidler aracili endotel
otoreseptdrlerinin stimiilasyonu ile ger¢eklestigi diisiiniilmektedir. Diger taraftan, kronik
ET-1 olusumu, yeni olusan ET-1 molekiillerinin endotel hiicrelerine baglanma
kapasitesinden fazlaysa, vazokonstriktor etki vazodilator etkiden daha baskin olacak ve
boylece vazodilatasyondan cok vazokonstriksiyon ile sonuglanacaktir (53). Bununla
uyumlu olarak, pulmoner dolasim Orneginde oldugu gibi, ET-1 plazma diizeyinin

artmasi siklikla arterial basing degisimi ile iliskilendirilmektedir.

2.2.5. Endotelinlerin klirensi

ET-1’in kan basinci iizerine etkisi 60 dakika boyunca slirmesine karsmn, ET-1
intravendz bolus enjeksiyonu sonrasi yaklasik 1 dakikalik biyolojik yarilanma émri ile
hizla dolasimdan temizlenir (14). ET-1’in klirensinin onemli bir kismi reseptor
baglanmas1 ve daha sonra internalizasyon yoluyla gerceklesmektedir. Endotelin
reseptorlerinin ETg alt tipi blokaji (ET4 alttipleri ile degil) ET-1 ve ET-3 plazma
konsantrasyonunu artirir. ETp reseptorlerinin blokaji ile 15 dakika i¢inde dolasimdaki
ET-1’in diizeyi artar, ancak iri ET-1’in konsantrasyonu etkilenmez (40). Bu sonug; ET-1
diizeyinde olusan artisin ET-1’in dogrudan de novo yolu ile iiretimi sonucu degil, ET-
I’in reseptdrlerden ayrilmasi aracili olustugunu dogrulamaktadir. Ayrica, endopeptidaz
ile (o0zellikle notral endopeptidazlar1 ile) endotelinlerin enzimatik yikimi da
olusmaktadir.

Cesitli mekanizmalar ET-1"in yikilimi ve inaktivasyonu ve dolasimdan verimli bir
sekilde temizlenmesi i¢in bir uyum iginde davranir. Bu siirecler oncelikle akcigerlerde
olmak {izere bobrek, karaciger ve kalp gibi diger organlarda gerceklesir. 11k olarak 1994
yilinda Fukuroda ve arkadaglar1 tarafindan ET’nin dolasimdan temizlenmesinde
(klirensi) ETp reseptorlerinin onemli rolii oldugu saptanmis ve bu reseptorlerin doku
ET-1 diizeylerini vazodilator aralifa yakin disiik konsantrasyonunda tutmay1
sagladigi anlagilmistir (52). Secici ETa-reseptor antagonisti olan PD 155080 varliginda
kalp perfiize edildiginde koroner sivida ve intertisyal siv1 (transiida)’da ET-1 diizeyinin
etkilenmedigi, oysa olduk¢a secici ETg reseptor antagonisti olan BQ788 varliginda ET-1
konsantrasyonunun kararli bir sekilde arttigr saptanmistir (32). Bu veriler BQ788
varliginda iiretim ve intrakardiyak temizlenme arasindaki dengenin azalmis temizlenme
yoniinde degistigi anlamina gelmektedir. ETg reseptorlerinin blokaji intertisyal ET-1’1in

20 kattan daha fazla artmasina ve koroner perflizyon basincinda eszamanli bir artisa



neden olmaktadir. ET-1’in artis1 sonucu olusan bu etkinin de diiz kas ETx reseptorlerinin
aktivasyonuna bagli olabilecegi olasidir. Bu nedenle, bozulmus ET-1’1in atilim1 ncelikle
vazokonstriksiyon gibi lokal etkilerin artmasina yol acar. Benzer bir etki insan olmayan
primatlarda da gozlenmis olup, ETg reseptor blokaji ET-1 plazma diizeyinde 20 kattan
daha fazla bir artisa ve ET4 reseptorleri aracili ile kalic1 hipertansiyon gelisimine neden

olmustur.

2.2.6. Hiicre ici olaylar ve sinyal iletimi

ET-1"in ETs ve ETp reseptorlerine baglanmasi G-proteinine bagli fosfolipaz C
(PLC)’nin aktivasyonuna yol acar (28). Bu da fosfatidil inositoliin hidrolizine ve
sitozolik inositol trifosfat ve membrana bagli diacilgliserol olusumuna neden olur.
Inositol trifosfat intraselliiler depolardan salinmmi araciligi ile hiicre igi kalsiyum
konsantrasyonunun ([Ca*"]i) hizli bir sekilde artmasma neden olur. [Ca®']i 'de daha uzun
siireli bir artis membran Ca®" kanallarinin agilmasi araciligiyla olusur. Diagilgliserol,
protein kinaz C’yi aktive eder ve bu durum [Ca®' T’ degisikliklerine kontraktil aparatin
duyarliligmni artirir. Diagilgliserol niikleer sinyal mekanizmalarini aktive ederek hiicresel
fonksiyon ve biiylimenin uzun siire diizenlenmesi iizerine etki gosterir ve sodyum-
hidrojen iyonu degisim pompasi iizerine dogrudan etkileri ile de hiicre i¢ci pH 1n1 arttirir.
Ayrica, in vitro ve in vivo ¢alismalar ET-1’in membrandaki K" kanallarin1 kapadigina
dair kanitlar1 sunmaktadir. Bu kanallarm kapanmasi hiicreden K™'nin disar1 akismi
(efflux) Onler, boylece membranin depolarizasyonu ve diiz kas kasilmasi gerceklesir.
Ayrica, ET-1 fosfolipaz A;’yi aktive ederek prostasiklin ve tromboksan A, ’nin iiretimini
artirir.

ET ile indiiklenen intraselliiler yanitinin ayrmntili mekanizmasi heniiz net degildir
(55). ET; ETa reseptor aracili diiz kas kontraksiyonuna neden olur. ET-1 dnce gegici bir
intraselliiler serbest Ca™ iyonu degisimine neden olur, daha sonra bunu uzun siire
(6rnegin 30-60 dakika) siirekli bir intraselliiler serbest Ca™ artis1 izleyerek uzun siireli
kasilma gerceklesir. Gegici artisi, intraselliiler Ca'™ depolarindan fosfolipaz C aracili
salman Ca™ temsil eder. Uzun siireli artis, ekstraselliiler alandan gelen Ca™*’dan
kaynaklanir. ET arastrmalarinin baslangi¢ asamasinda, siirekli fazdaki Ca™ gecisinin
6zel olarak ET, reseptor aracili voltaj bagimhi Ca™ kanallarmin agilmasmdan
kaynaklandig diistiniilmiistiir. Ancak, bu etkiler ET-1"in goreceli olarak nispeten yiiksek

konsantrasyonunda gdzlenmistir. ET-1’in fizyolojik konsantrasyonlar1 varligmda Ca™
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girisi, secici olmayan katyon kanallar1 aktivasyonu ve depo-bagimli Ca™ kanallari
(store-operated calcium channel, SOCC) aktivasyonu aracilidir. Sican aortundan izole
edilen diiz kas hiicreleri ET-1’in diisiik bir konsantrasyonu ile uyarildiginda sadece
sirekli faz gozlenmistir. Sican aortunda siirekli faz Ca™ iyonlarinin extraselliiler
ortamdan uzaklastirilmas1 1ile ortadan kalkmistir. Nifedipin ve PLC inhibitori
U73122°nin bu faz iizerine etkisi yoktur. Aksine, se¢ici olmayan bir katyon kanal
inhibitorii olan SK&F96365, ET-1 ile indiiklenen Ca™ girisini ve kasilmay: inhibe
etmistir ve bu da SK&F96365°e sec¢ici olmayan bir katyon kanalinin ET-1 ile indiiklenen
kasilmayla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Ilging bir sekilde, sodyum nitroprussid
(SNP) ve 3-morfolinosidnonimin (SIN-1) gibi NO donérleri de ET-1 ile indiiklenen
intraselliiler serbest Ca™* artisin1 inhibe eder. NO ve ET-1 aym segici olmayan katyon
kanali iizerinde hareket eder. Ayrica, son zamanlarda ET-1’in; G, veya Gjs3’nun
dogrudan aktivasyonu aracili Rho—Rho-kinaz (ROCK) sistemini aktive ederek diiz kasin
kontraktil kisimlarmin sensitizasyonu araciligiyla kasilmayr arttirdigi bildirilmistir.
Kasici etkilerin yani sira ET-1 cogu ETa reseptorleri araciligi ile endotel hiicreleri, diiz
kas hiicreleri ve astrositleri de iceren cesitli hiicre tiplerinin biliylimesini destekler.
Aksine, ETp reseptorlerinin hiicrelerin apoptotik mekanizmasinda rol oynadigi
diisiiniilmiistiir, ancak hiicre boyutunda (subselliiler, hiicre i¢i mekanizmasi) bilinenler

cok azdir.

2.2.7. Endotelin sentezi ve diizenlenmesi

ET iiretimi gen diizeyinde regiile edilmektedir ve endotelin ailesinin her bir liyesi
olgun izoform i¢in belirli bir prekiirsorii kodlayan ayr1 bir gen tarafindan iretilir (28).
Endotelin ekspresyonu; diisiik akim stresi, hipoksi, anjiotensin II, biiylime faktorleri ve
diger sitokinleri i¢eren ¢ok sayidaki fiziksel ve kimyasal faktor ile uyarilmaktadir (Sekil
2.4) (28). Uyarict etkiler genellikle hiicresel Ca™ mobilizasyonunu gerektirir. Bunun
aksine, ET mRNA ekspresyonu; NO, natriiiretik peptidler, prostasiklin, heparin ve kan
akimi artis1 ile inhibe edilmektedir. Kan akimi artigi; endotel hiicrelerinin akim stres
reseptorlerinin aktive edilmesi ile dogrudan NO salimiminda artisa yol agar (32,40). Kisa
sireli uyariya yanit olarak, ET-1 hizlica salgilanabilir, bu da peptidin de novo
sentezinden ¢ok kismen endotel hiicrelerinde depolandigini isaret etmektedir (55). Pek
cok uyarici faktor, fosfolipaz C/protein kinaz C veya p38 mitojen ile aktive olan protein

kinaz yolaklarmin aktivasyonu araciligiyla hareket eder. Inhibitér uyarilar ise, siklik
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guanozin monofosfat (sGMP) aracili fosfoinozitol metabolizmasmin inhibisyonu yoluyla
etkisini gosterir (32,45,50,55). Aktif ET-1 salimimi; gen transkripsiyonu ve/veya ECE
aktivitesinin diizenlenmesi ile kontrol edilmektedir ve peptid daha sonra hiicreye spesifik

yerel ve hormon benzeri bir dizi etki olusturmaktadir (Sekil 2.4) (40).

Endotelin Sentezi ve Diizenlenmesi
Stimiilasyon Endotel hiicresi
Mekanik stres \
Hipoksi
Hormonlar @ PrePro-endotelin-1
Peptidler
Trombin Furin benzeri
enzim >
I 1
_‘ PreProEndotelin-1(ppET-1) geni ’_ Big endotelin-1
@ﬁ ¢ Endotelin =g
L~ prepro-endotelin-1 doniigtiiriicti
inhibisyon — mRNA enzim (EDE) .
— i s e ¢ endotelin-1
Nitrik oksid
ANP, BNP, CNP \ prepro-endotelin-1
Prostasiklin
Heparin \--__
Yiiksek shear stres - /
Etkiler:
Parakrin, endokrin,
otokrin, salgilayicl

Sekil 2.4. ET sentezi ve diizenlenmesi.

2.2.8. ET sentez yolaginmin bilesenleri

Insan ET-1 geninin ilk iiriinii bir 212 amino asidlik peptid olan preproendotelin-1
(prepro-ET-1)'dir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5) (40). Bu peptid; subtilisin ailesine sahip bir
fiirin-benzeri enzim ile big (iri) ET-1’e doniistiiriiliir (32,40). Ikinci bir adimda,
endotelin-doniistiiriicii enzim (ECE, EDE) ir1 ET-1 (~40 aminoasid igerir)’i bolerek
olgun ET-1 peptidinin salinmasini saglar (31,51).

Endotelin prekiirsorleri olgun aktif formu olusturmak icin 2 proteaz ile islenir
(32,38). 212 rezidiilii preproendotelinler fiirin benzeri endopeptidazlar ile biyolojik
olarak aktif olmayan ara iriinler olusturmak icin dibazik bdlgelerinden kesilir ve
yaklagik 37-41 aminoasidlik peptidler iri endotelinler ya da proendotelinler olarak
adlandirilir (Sekil 2.5) (32).

Iri ET-1"den olgun ET-1 olusumuna neprilizin siiper ailesinden bir membran bagli
cinko metalloproteaz ailesi aracilik eder ve bu proteazlar endotelin-doniistiiriicii enzim

olarak adlandirilir. Son deneysel kanitlar karboksipeptidaz A (katepsin A)’nin ECE
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iriinii olan ET-1’lerin degradasyonunda ¢ok onemli bir rolii oldugunu gostermektedir

(32,56).

prepro-ET-1 mRNA prepro-ET-2 mRNA prepro-ET-3 mRNA
prepro-Endothelin-1 prepro-Endothelin-2 prepro-Endothelin-3
Furin benzeri proteaz Furin benzeri proteaz Furin benzeri proteaz
big-Endothelin-1 big-Endothelin-2 big-Endothelin-3
EEE-;E::;'E;Zmetalloproteinaz ECE-1.ECE-2 ECE~1,ECE=2
5;‘]‘\1’:‘(1? Kimaz
Endothelin-1 Endothelin-2 Endothelin-3
ET, Receptor ET, Receptor
G.. G, G; G,

Sekil 2.5. Endotelin yolagmin bilesenleri.

Fonksiyonel olarak farkli roller ve doku dagilimlarina sahip olan ECE ailesi ECE-
la ve ECE-1b olarak ikiye ayrilir (28). ECE-la, endotel hiicreleri gibi 'liretici'
hiicrelerinin golgi aygitinda eksprese edilir ve bu tiir hiicrelerde ET-1 olusumu i¢in iri
ET-1’in hiicre i¢i islenmesinden sorumlu oldugu goriilmektedir. ECE-1b, damar diiz kas
hiicreleri gibi 'yanit veren' hiicrelerde eksprese edilir ve bu bdlgede iri ET-1 boliinmesi
icin calisir. ECE’nin bir ikinci bigimi olarak ECE-2 klonlanmis ve karakterize edilmistir
(28, 57). Membrana bagli olan ECE-1’e benzer olan ECE-2, fosforamidon ile inhibe
edilir ve iri ET-1 i¢in secicilik gostermektedir. Ancak, ECE-2 sadece asidik pH’ta (5.5)
aktiftir ve hiicre yiizeyinde eksprese edilmez (28). Boylece, ECE-2 asidik ortamlarda
endojen olarak sentezlenmis olan ir1 ET-1"in doniisiimiinden sorumlu hiicre i¢i bir enzim
olarak hareket edebilir. ECE-1 ve ECE-2, iri ET-1 i¢in goreceli se¢icidir; iri ET-2 ve iri

ET-3’iin bolinmesinde ¢ok az bir aktiviteye sahiptir.
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2.2.9. Endotelinlerin damarlardaki etkileri

Cok giiclii vazokonstriktor etkisi agisindan bakildiginda, pek c¢ok arastirmaci
kardiyovaskiiler hastaliklarda ET’leri asilmasi gii¢ spazmojenler olarak gdérmektedir
(32). ET-1’in damarlarda yillar boyunca gittik¢e artan sayidaki etkileri (6rnegin biiylime
hizlandirici etkileri ile hiperplazi ve ateroskleroza yol agmasi gibi) tanimlanirken, damar
fonksiyonlardaki diizenleyici 6nemli fizyolojik etkileri ya gérmezden gelinmis ya da
onem siras1t daha gerilerde kalmistir. Saglikli insanlarda ET-1 ortalama arteriyel kan
basmcini artirir, kalp hizini, kalp debisini azaltir ve akciger, bobrek, splanknik, miyokard
ve iskelet kas1 damarlarinda giiclii ve uzun siireli vazokonstriksiyona neden olur (28). Bu
bulgular, endojen ET-1’in saglikli insanlarda damar tonusunun siirdiiriilmesinde
fizyolojik bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Cesitli ¢alismalar, baz1 hastaliklarda ET-
I’e olan damar reaktivitesinin belirgin olarak degistigini ortaya koymustur.

ET reseptor stimulasyonuna damar duyarhiligmin artisi, ateroskleroz ve
hipertansiyonlu hastalarda gosterilmistir. Cardillo ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada, hipertansif bireylerde Onkol intra-arteryal ET-1 infliizyonu ile olusan
vazokonstriktor yanitin normotansif bireylere gore artmis oldugu bulunmustur (54). Bu
yanitin hem ET, hem de ETp reseptorlerinin aktivasyonu araciligi ile oldugu
saptanmistir. ET A reseptor blokaji sonrasinda obez hipertansif hastalarda obez olmayan
hipertansif hastalara gore daha ¢ok dilatasyon saptanmustir. Obez hipertansifler obez
olmayan hipertansiflere gére daha uzun siiren bir ETx reseptor blokaji gdsterir. Buna ek
olarak, hipertansiflerde BQ123 uygulamasi sonrasi hiperkolesterolemi veya sigara igen
gruba gore daha giiclii bir vazodilatasyon yanit1 olugsmustur (28, 55). Tiim bu gozlemler
ET-1 ile olusan damar tonus artisin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in diger risk faktorleri
ile iliskili olarak hipertansiyonda daha belirgin olarak goriildiiglinii gostermektedir.
Endojen ET-1 olusumu ve aktivitesi ateroskleroz olan hastalarda da degerlendirilmistir.
Brakiyal arter i¢i iri ET-1 uygulamasi aterosklerozlu hastalarda benzer yash kontrollere
gore on kol vazokonstriksiyonunda daha belirgin bir artisla sonuglanmistir (51). Bu
etkiye, aterosklerozlu hastalarda artmus ECE aktivitesinin gostergesi olan radyal arter
aterosklerotik plaklarda ECE immiinoreaktivitesinin varligir gibi ET-1’in olusumunda
artis eslik etmistir. Tip 2 diabeti olan hastalarda da endojen ET-1 ile olusan
vazokonstriktor aktivitede artig oldugu goriilmektedir. Boylece, BQ123 uygulanmasi tip-
II diabetli hastalardaki 6nkol kan akisinda anlamli bir artis ile sonuglanmis, oysa benzer

yash kontrollerde bdyle bir etki saptanmamustir (28).
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ET-1 diger kasici ajanlara oranla 10 kat daha yiiksek bir potansiyele sahiptir ve
arterlerde kasilmaya yol acar (40). ET-3’te en belirgin olmakla birlikte, her {i¢
endotelinde kasilma Oncesi gegici endotel-bagimli bir vazodilatasyona neden olur (57).
Direncli arterler ve venler ET-1’in etkilerine 6zellikle duyarhidir. Hayvanlarda, koroner
damar ve bobrek yataklar1 sistemik ET-1’in vazokonstriktor etkilerine en duyarh
damarlardir (40,58). ET-1’e yanit olarak gelisen vazokonstriksiyonun baglangicta sadece
damar diiz kas hiicresi ETs reseptorleri araciligi ile ortaya ¢iktigir diisiiniilmiistiir.
Endotel hiicresi ETp reseptorlerinin endotel-kaynakli gevsetici maddelerin olusumu
aracilig1 ile vazodilatasyona aracilik ettigi bilinmektedir (Sekil 2.3) (28). Bununla
birlikte, daha giincel kanitlar ETg reseptorlerinin ayn1 zamanda vazokonstriiksiyona da
aracilik ettigini gostermistir (Sekil 2.3). ETg reseptor agonistlerinin vazokonstriksiyon
yanit1 degiskendir ve damar tipi ve damar biiyiikliigiine baglh oldugu goriilmektedir (40,
59). Damar yataklar1 arasinda gozlenen bu farkliliklar konstriktor (ETa ve ETg) ve
dilator (ETp) reseptorlerdeki farkliliklar ile iliskili olabilir.

2.2.10. Arterler iizerine ikili etkiler

Saglam dolagima uygulanan ekzojen ET-1 bifazik bir yanit1 uyarr, ilk olarak arter
basicinda gecici bir azalma olusur. Bunu uzun siiren bir hipertansif fazin izledigi bir¢ok
kanit ile gosterilmistir (32). Bu ikili pattern fare ve insanlar1 da igeren tiim hayvanlarda
gozlenmistir (32,60). ET-1 yanitinin azalma ile seyreden fazinin, saglam ETg reseptor
sinyali aracilt normal endotel fonksiyonu ile iliskili oldugu, aksine vazokonstriiksiyon ve
bunun sonucu olusan hipertansif fazin ise ET4 reseptorleri araciligi ile ortaya ¢iktigi
bilinmektedir (32,61). ET lerin, diisiik konsantrasyonlardaki vazodilator etkileri yiiksek
konsantrasyonda gozlenen kuvvetli vazokonstriktor etkileri nedeniyle hep g6z ardi

edilmistir ve bu acidan ET’ler katekolaminlere benzerlik gostermektedir (32).

2.2.11. Damar tonusunun siirdiiriilmesinde ET-1’in fizyolojik rolii

Bazal damar tonus ve kan basmcinim stirdiiriilmesi icin ET-1’in endojen {liretiminin
fizyolojik 6nemi ile ilgili bir¢ok tartisma olmustur (28). Ozetle, ET-1"in endojen iiretimi
damar tonus ve kan basmcinin kontroliinde fizyolojik bir rol oynamaktadir. Bununla
birlikte, endojen ET-1’in genel kardiyovaskiiler etkisi ET4 aracili ve ETg aracili etkiler
arasindaki dengeye bagli olarak degisir. Damar diiz kas ET4 reseptorlerinin aktivasyonu

damar kasilmasina yol agar ve kan basincini yiikseltme egilimindedir. Endotel ve bobrek
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ETg reseptorlerinin aktivasyonu vazodilatasyonu ve natrilirezi saglar ve kan basincini
azaltma egilimindedir. ET-1’in endojen iiretiminin kardiyovaskiiler etkileri ET ve ETp
reseptorlerinin sayisindaki veya fonksiyonundaki degisikliklerin oldugu kardiyovaskiiler

hastaliklarda degisebilir.

2.2.12. Hiicre biiyiimesi ve inflamasyon

ET-1 damar diiz kas hiicreleri, kardiyak miyositler ve glomeriil mezansimal
hiicreleri i¢in gii¢lii bir mitojendir (28). Endotelinler ayn1 zamanda, makrofajlar1 aktive
eden sitokinlerin monositlerden lretiminin giliclii uyaranlaridir. Bu sitokinler timor
nekroz faktorii, interlokinler (1, 6 ve 8) ve graniilosit- makrofaj koloni uyarici faktordiir

(28,62).

2.2.13. Kardiyak etkiler

ET-1, in vitro olarak giiclii pozitif kronotropik ve inotropik etkilere sahiptir (28).
ET-1 koroner damarlarin da gii¢lii bir kasicisidir ve bu da miyokard iskemisine ve
oliimciil ventrikiiler aritmilere neden olmaktadir. In vivo olarak, ET-1 diisiik dozlarda
pozitif inotropik olmasina ragmen yiiksek dozlarda olasilikla ytliksek bir ard-yiik ve
koroner vazokonstriksiyona bagli miyokard iskemisi nedeniyle kalp debisinin diismesine
neden olur. Insanlarda, ET-1’in sistemik dozu olasilikla baroreseptdr-aracili kalp hizini

azaltarak kardiyak output’u azaltir.

2.3. Endojen ET Sistemi, Endotel Disfonksiyonu ve Ateroskleroz Gelisimi

Endotel disfonksiyonu; damar reaktivitesinin bozulmasi olarak tanimlanmastir (14).
Damar endotel disfonksiyonu kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminin erken bir
bulgusudur ve ateroskleroz ve hipertansiyonlu hastalardaki klinik olaylar ile yakindan
iligkilidir. Hipertansiyon, koroner kalp hastaligi, dislipidemi ve tip I ve tip II diabet gibi
bir¢ok kardiyovaskiiler ve metabolik bozukluklarda endotel disfonksiyonu gelismektedir.
Hipertansiyon 6rneginde oldugu gibi bir¢ok kardiyovaskiiler hastaligin klinik bulgulari
oncesinde ve aterosklerozda da plak gelisimi sonrasinda anormal vazokonstriksiyon ile
ortaya c¢ikan endotel disfonksiyonu gorilmektedir (32). Bu nedenle, endotel
disfonksiyonu gelisiminin mekanizmalar ile iliskin bilgiler ve endotel disfonksiyonuna

yonelik farmakolojik stratejiler biiylik 6nem tagimaktadir.
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Klasik olarak, endotel disfonksiyonu NO’da bir azalma ile sonu¢lanmaktadir (Sekil
2.6) (51).

Saglikhi arter Endotel disfonksiyonu

Endotel hiicreleri

ECE-1 ___—_——1eNOS ECE-1 eNOS
big ET-122 e 7t e N O o L-7g big ET-1 =g ET-1 NO4——— L-arg

A
pre|17l0 ET-1 | /' I prepro ET-1
ViT, VET,
Mo{‘fi%
BT ET,

Kasilma

ECE-1
big ET-1 =—ipr ET-1

N + 0= 0ONOO-

ET ETg

Sekil 2.6. Arter duvarinin saglikli kosullarda (sag) ve endotel disfonksiyonunda (sol)
sematik sekli.

Diiz kas

hiicreleri
Gevgeme

Endotel disfonksiyonunda NO’da gézlenen bu azalmanin cesitli nedenleri olabilir
(14). Bunlar arasinda, ET-1’deki bir artisin NO’da azalmaya neden olup olmadigmin
belirlenmesi 6nemlidir. ET-1; damar diiz kasmnin endotel kaynakli giiclii bir kasici
faktorii olmasi yanisira NO biyoyararlanimini azaltarak endotel disfonksiyonuna neden
olabilir. Gergekten de son veriler, preproendotelin-1 geninin asir1 ekspresyonunun
hedeflendigi transgenik fare (endothelium-restricted ET-1 overexpression) damar
endotelinde ET-1’in asir1 ekspresyonunun endotel disfonksiyonuna ve NO’da azalmaya
yol actigina isaret etmektedir (14,63,64). Ayrica, preklinik ve klinik veriler patolojik
durumlarda selektif ET5 ve ETs + ETg reseptor antagonistlerinin NO biyoyararlanimini
ve endotel fonksiyonunu diizelttigini gostermistir (65,66,67). Degisik endojen ve
ekzojen faktorler ile endotel hiicrelerinden ET-1 {iretiminin artig1 endotel disfonksiyonu
olusumunda anahtar rol oynar.

Endotel disfonksiyonu genellikle diisiik bir biyoyararlanim durumunu ifade eder ve
sonu¢ olarak NO, prostasiklin veya endotel-kaynakli hiperpolarize edici faktor gibi
endotel kaynakli gevsetici faktorlerin vazodilatér etkisinde bozulma sézkonusudur
(51,63). Endotel disfonksiyonu sirasinda saptanan onemli bir ek degisiklik de potent
vazokonstriktor ve proinflamatuvar bir peptid olan ET-1 iiretiminin artmas1 ve biyolojik

aktivitesinin giiclenmesidir.
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2.3.1. Endotel disfonksiyonunda Endotelin- 1’in rolii

Endotel disfonksiyonunda ET-1’in roliine iliskin preklinik ve klinik kanitlar
olmasma karsm, bunun altinda yatan mekanizmalar son zamanlarda arastirilmaya
baslanmistir (14). Endotel fonksiyonu ve NO biyoyararlanimi iizerine ET-1 ve ET
reseptOr antagonistlerinin etkisinin birka¢ olas1 mekanizmasi olabilir.

ET-1; NO’nun biyoyararlanimmi ya NO {retimini (kaveolin-1-aracili eNOS
aktivitesinin inhibisyonu araciligiyla) azaltarak ya da NO yikilimmi (oksijen
radikallerinin olusumu ile) arttirarak azaltabilir (14,32,40). ET-1 endotel hiicrelerinde
NO iiretimini bozar ve endotelyal NO sentazin ekspresyonunu baskilar (32,68). Ayrica,
iskemi ve reperflizyona maruz birakilan kalplerdeki endotelyal NO sentazin
ekspresyonunu bosentanin arttirdigir bulunmustur (69). Boylece, ET-1 endotelyal NO
sentazin aktivitesi ve ekspresyonunu etkileyerek NO biyoyararlanimini azaltabilir. ET-1
ile NO arasindaki baska bir baglanti da ROS ve NO’nun peroksinitrid olusumuna neden
olarak NO biyoaktivitesini azaltmasidir (Sekil 2.7) (14). Reaktif oksijen tiirleri, a¢ik bir
sekilde NO ile etkileserek ve ayni zamanda da prostasiklin ve endotel kaynakli
hiperpolarizan faktor araciligi ile diger endotel bagimli vazodilatér yolaklari inhibe

edebilir.

2.3.2. ET-1 NO iiretimini azaltabilir: Kaveola’nin rolii

Endotelyal NO sentaz (eNOS) aktivitesi ve NO salinimi, posttranslasyonel kontrol
mekanizmalar1 ve protein-protein etkilesimi ile (6zellikle kaveolin-1 ile eNOS’un
etkilesimi) diizenlenebilir (Sekil 2.8) (14). Kaveolin-1 kaveolanm temel protein
ortiisiidiir ve eNOS aktivitesi i¢in negatif diizenleyici anahtar protein gibi
goriinmektedir. Patolojik durumlarda ET-1, kaveolin-1 ekspresyonunun up-
regiilasyonuna, bu da eNOS aktivitesinin inhibisyonuna yol acar. Insan safen ven
endotel hiicre kiiltliirinde ET-1 eNOS’un kaveolin-1’e baglanmasmi arttirarak NO
iretimini bozar. Hem ETs ve hem de ETg reseptorlerinin blokaji, ET-1 varliginda
eNOS’un aktif sitoplazmik formunda kalmasina neden olur ve NO iiretimini korur.
Ilging olarak, ETg reseptorleri endotel hiicrelerinde kaveola diizeyinde de mevcuttur ve
kaveolin-1 ETg reseptorii ile birlikte bir kompleks olusturur. ET-1 stimiilasyonunun ETg
reseptorii ve kaveolin-1 arasindaki iliskinin azalmasina ve eNOS ve kaveolin-1 arasinda
etkilesimde ise bir artisa neden oldugu gosterilmistir (32). ET-1, ETp reseptoriine

baglanarak kaveolin-1’1 ETg reseptorii ile yaptig1 kompleksten ayirabilir, ETg sinyalini
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yeniden aktive edebilir, kaveolin-1 ekspresyonunu arttirabilir ve eNOS'un

inaktivasyonuna yol agabilir (14).

2.3.3. NO ve artmus oksidatif stres ile etkilesim

In vivo olarak, preproendotelin-1 geninin asir1 ekspresyonunun hedeflendigi
transgenik fare endotelinde, ET-1 asir1 ekspresyonunun endotel disfonksiyonuna neden
oldugu gosterilmistir (14,51). Endotelyal ET-1 asir1 liretimi rezistans damarlarda endotel
bagimli vazodilatasyonun bozulmasiyla ve damar reaktif oksijen tiirlerinin liretiminde
artma ile iligkilidir (14). Diiz kas hiicrelerinde yerlesik ETg ve ET4 reseptorleri yanisira
endotelde de ETg reseptorleri bulunmaktadir. Hem ETp hem de ETa reseptorleri
ROS’nin iiretimini arttirabilir. ET-1, in vitro fare aortunda siiperoksid liretimini artirir ve
bu durum segici ET4 reseptor antagonisti BQ123 ile inhibe edilebilir (28,70). ET-1
ayrica hipertansif sicanlarda NADPH oksidaz kaynakli siiperoksid olusumunu uyarir ve
bu etki ET5 reseptor blokaji ile inhibe edilebilir. ET-1’in; NAPDH oksidazin hiz
belirleyici altiinitesi olan gp91phox ekspresyonunu ve insan endotel hiicrelerinde ETg
reseptorleri araciligi siiperoksid olusumunu arttirdig1 gosterilmistir (28,71).

ET-1’in siiperoksid iiretimi {izerinde uyarici etkisi NADPH oksidaz altiinitesi
p22phox Tlzerinden ortaya c¢ikabilir (28,72). Siiperoksid stimulasyonu ET-1’in
fonksiyonel etkileri ile iliskilidir, ¢linkii ET-1 aracili siiperoksid {iretiminin, hem kontrol
hem de diabetik siganlarin aortunda Pi3-kinaz aktivitesi ve p22phox ekspresyonu aracili
bir mekanizma ile endotel bagimli gevsemeyi bozdugu gosterilmistir. Ayrica, diabetik
siganlarda ikili ETA/ETp reseptor antagonisti olan J-10419 ile kronik tedavi asetilkolin
aracilt endotel-bagimli vazodilatasyonunu diizeltir, sliperoksid olusumunu azaltir ve
p22phox ekspresyonunu azaltir (28). ET-1 aracili endotel disfonksiyonun vitamin C ile
diizeltilebilmesi de, oksidatif stresdeki artisin olasi roliinii desteklemektedir (28,72).
Dahasi, vitamin C’nin izole diiz kas hiicrelerinde ET-1’in indiikledigi reaktif oksijen
tirlerinin ~ olusumunu  baskiladigi  gosterilmistir  (28,73).  Ayrica, koroner
vazokonstriksiyon lizerine ET-11n etkileri, eNOS-kofaktorii tetrahidrobiopterin (BH4)’in
biyoyararlaniminin azalmasi durumunda daha fazla belirgin olabilir (28,74). Son veriler,
sigan aortunda ET-1 aracili siiperoksid iiretimi ve vazokonstriksiyonunun NADPH
oksidaz aktivasyonu ve kenetlenmemis NOS aracili oldugunu gostermektedir (28,75).
Kenetlenmemis NOS’nin anlami; BH4 eksikligi durumunda NOS’un NO’nun yerine

stiperoksid olusturmasidir. ET-1, sican hipertansiyon modelinde ET, aracili NAPDH
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oksidaz yolag1 aracili BH4 eksikligini hizlandirarak endotel-bagimli vazodilatasyonunun
bozulmasina neden olabilir (28,76). Bu veriler, damar duvarindaki ET-1 ile olusan
oksidatif stres artisinin, endotel disfonksiyonu ve ateroskleroza yol acan 6nemli bir
faktor oldugunu diisiindiirmektedir. ET-1’in ayrica insanlardaki artmis oksidatif stresle
ve endotel disfonksiyonuyla da iligkili oldugu gosterilmistir. ET-1 siiperoksid
olusumunu uyararak diabetli hastalarda insan vendz bypass damarlarinda endotel
bagimli vazodilatasyonu bozar (28,77). Tiimii birlikte ele alindiginda, bu bulgular ET-
I’in reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresi arttirabildigini
diistindiirmektedir.

eNOS ile enzimatik bir kompleks olusturan ve eNOS un kofaktorii olan BHs; ROS
icin olas1 bir hedef gibi goriinmektedir ve BH4’iin oksidasyonu eNOS fonksiyonunun
bozulmasina ve kenetsizlenmeye neden olabilir (28). Bunun bir sonucu olarak, eNOS’un
kendisi ROS icin bir kaynaktir. Ozelllikle superoksid anyonu NO ile reaksiyona girerek
giiclii bir BH4 oksidani olan peroksinitrid (ONOO,;)’1 olusturur. Boylece, BH,4 tiiketimi,
eNOS’u ROS {iretimi i¢in temel bir kaynak haline getirerek endotel disfonksiyonuna yol
acar. Bu durumlarda eNOS’un inhibisyonu, serbest radikal tiretimini Onlemektedir.
Endoteli saglam aortaya BH4 eklenmesi (endotel erozyonu olan aortada etkisi yoktur)
eNOS kenetsizlenmesini ortadan kaldirir ve bu da ET-1 ile olusan ROS artisin1 inhibe
eder (Sekil 2.7) (14). Sonug olarak, ET-1 BH4 biyoyararlanimini azaltir ve boylece ROS
artis1 ile endotel disfonksiyonuna yol agar.

Endojen ET-1’in oksijen radikalleri araciligiyla endotel disfonksiyonuna neden
oldugu goriisii BH, diizeylerinde azalma, endotel disfonksiyonu, ROS iiretiminde artma
ve damarlarda ET-1 asir1 ekspresyonunun oldugu ET-1 bagimli hipertansiyon modeli
olan DOCA-tuz uygulanmis sigan veya fare modelinde yapilan arastirmalarla da
dogrulanmistir (14). Bu hayvanlarda damar BH, diizeyleri damarda ROS’un temel
kaynagi olan NADPH oksidaz aktivitesinin inhibisyonu ile veya ET reseptor
antagonistleri 1ile diizeltilebilir. Sonu¢ olarak, ET-1 NADPH oksidaz aktivitesini
arttirarak ROS tretiminin artigina neden olmakta, BH4 biyoyararlanimini azaltmakta ve
eNOS’un kenetsizlenmesi aracilifiyla endotel disfonksiyonuna yol agmaktadir (Sekil

2.7) (14).
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2.3.4. Anjiyotensin II ile etkilesim

ET-1 damarda 6zellikle anjiyotensin II ile olusan endotel disfonksiyonu olmak
iizere, anjiyotensin II aracili etkilere de aracilik edebilir (Sekil 2.8) (14). ROS iiretiminin
gliclii uyaran1 olan anjiyotensin II’nin, in vivo olarak endotel ve damar diiz kas
hiicrelerinde ET-1 {retimini arttirdigi gosterilmistir. Sicanlarda anjiyotensin II’nin
infiizyonu, hipertansiyonun gelisimine yol acar. Bu da ETa ve ETs / ETg reseptor
blokerleri ile 6nlenebilir. ET-1"in bu aktivasyonu AT, reseptor blokeri olan losartan ile
ve ROS siiptiriicli ajanlarla bloke edilebilir. Bu sonug anjiyotensin II ile olusan ET-1
aktivasyonunun ROS aracili oldugunu diisiindiirmektedir. Bdylece losartan anjiyotensin

II ile olusan ET-1 iiretimini ve endotel disfonksiyonunu 6nler.

| Normal kenetlenme | | Kenetsizlenme |

Vazodilatasyon | Endotel disfonksiyonu
Antitrombotik aktivite
Antiproliferatif
Antiinflamatuvar aktivite

Sekil 2.7. Endotel hiicrelerinde ET-1 ile olusan eNOS’un kenetsizlenme mekanizmalari.
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Sekil 2.8. ET-1 ile olusan endotel disfonsiyonunda olas1 mekanizmalar.
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2.4. Endotel Fonksiyonu Uzerine ET Reseptor Antagonistlerinin Etkileri

ET-1 ve NO gibi endotel kaynakli maddeler arasinda 6nemli bir etkilesim vardir
(28). NO salmimi {iizerine ET-1’in ETp reseptorii araciligi uyarici etkisi yanisira,
NO’nun olasilikla siiperoksid inhibisyonu yolu ile ET-1’in iiretimini inhibe ettigi
bilinmektedir. Insanlardaki in vivo deneyler sonucunda, endojen ET-1 aktivitesindeki
artis ve NO Ttretimindeki bozulma arasida bir iliski oldugu gosterilmistir (14). Saghkh
insanlara ET-1 uygulanmasi endotel- bagimli dilatasyonu bozmaktadir (31,78). Bunun
tersine, ET reseptor antagonistlerinin uygulanmasinin ateroskleroz ve hipertansiyon gibi
endotel fonksiyonunun bozuldugu patolojik durumlarinda endotel fonksiyonunu
iyilestirdigi gosterilmistir. Izole edilmis insan ven ve arterlerinde, ET reseptdr blokaj
asetilkoline olan bozulmus gevseme yanitin1 diizeltmektedir (14). ET reseptor blokerleri
ile endotel fonksiyonda olusan bu diizelme, NO {iretimindeki ve eNOS aktivitesinde artis
ile iliskilidir (28,79). Degisik hayvan modellerinde ve insanlarda hem selektif ET5 hem
de ETa/s reseptdr antagonistlerinin endotel disfonksiyonunu tersine ¢evirdigi
bulunmustur (14). Diiz kas hiicrelerindeki ET, reseptor blokaji oksidatif streste
azalmaya ve antiinflamatuvar aktiviteye neden olur. Bu durum endotel hiicreleri ile
medya tabakasi arasindaki zararh etkilesimlerin azalmasi ile sonuglanabilir.

Stres durumlari altinda endotel lizerinde bulunan ETx reseptorleri eksprese olabilir.
Yiiksek diizeyde glukoz maruziyetinin HUVEC’te ETx reseptor ekspresyonunu aktive
ettifi ve bunun endotel hiicrelerindeki gecirgenlik artisindan sorumlu oldugu
gosterilmistir. Bu gozlemler cesitli deneysel modellerde ve insanlarda dogrulanmaistir.
Endotel disfonksiyonu, iskemik bir atagi izleyen reperflizyon sirasinda da erken gelisen
bir 6zelliktir (28). Iskemi-reperfiizyon hasar1 en azindan kismen endotel kaynakli NO
dretiminin bozulmasi ile iligkilidir. Deneysel hayvan modellerinde, ET reseptor
antagonistlerinin iskemi sonrasi infarkt boyutunu azaltmasi ve endotel bagimlh
vazodilatasyonu arttirmasi ile miyokard iskemi-reperflizyon hasarini diizelttigi
gostermistir (44). ET-1 aracili iskemi-reperflizyon hasar1 mikrodamar disfonksiyon ile
iliskilidir ve ET reseptor antagonistleri yeniden akisin saglanmasinda yararl olabilir ve
insanlarda iskemi-reperfiizyon sonrasi gelisen endotel disfonksiyonundan Kkorur.
Pulmoner arteryal hipertansiyon (PAH)’lu hastalarda ETa/g reseptor antagonisti
bosentan ile ETa/ETg reseptorlerinin blokaji, ekshale edilen NO diizeyini tamamen

normalize etmekte ve bu da bozulmus eNOS fonksiyonunun diizeldigini telkin

22



etmektedir (14). Saglikli goniilliillerde gozlenebilen ETg bagimli vazodilatasyon,
ateroskleroz ve tip II diabet gibi patolojik durumlarda kaybolmaktadir ve hatta ETp
bagimli vazokonstriksiyona bile doniigsebilir. Bu durum esansiyel hipertansiyon ve
insiilin direncinde de goriilmiistiir. ETa selektif reseptor blokaji ile karsilastirildiginda
her iki reseptoriin inhibisyonunun daha fazla 6nkol damar dilatasyonuna neden oldugu
bulunmustur. Insiilin direnci olan bireylerde ETa/ETg (selektif olmayan ETa
reseptorlerin blokaj1) reseptorlerinin birlikte bloke edilmesi selektif reseptor blokajimnin
aksine endotel bagimli vazodilatasyonu diizeltmektedir. Bu gozlemler patolojik
durumlarda ETA/ETg reseptdor ekspresyonunda goézlenen dramatik degisimi
yansitmaktadir. Hipertansiyonun c¢esitli deneysel modellerinde ETg reseptorlerinin
endotel diizeyinde down regiile oldugu ve media tabakasinda ise up-regiile oldugu
preklinik verilerle gosterilmistir (14,28,79). Ekspresyon patternindeki bu degisiklik
patolojik durumlarda gozlenen ETp reseptor-aracili vazokonstriksiyonu destekleyebilir
(Sekil 2.9) (36). Preklinik ve klinik veriler hiperkolesterolemik domuz aort endotel
hiicrelerinde ve insiilin direnci olan hastalarda ikili ETA/ETg reseptor blokajinin selektif
ETA reseptor blokajma goére, NO biyoyararlanimmi ve/veya endotel bagimli

vazodilatasyonu daha fazla diizelttigini gdstermistir (14).
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Sekil 2.9. Damar duvarinda Endotelin -1 (ET-1)’in etkileri.
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2.5. Klinik Patolojik Durumlarda Goriilen Endotel Disfonksiyonunda ET-1’in
Rolii

Bircok kardiyovaskiiler hastaligin patojenezinde ET-1 erken donemde rol
oynamaktadir (14). Preproendotelin-1 geninin asmr1 ekspresyonunun hedeflendigi
transgenik fare damar endotelinde ET-1’in aswr1 ekspresyonu, endotel bagimlh
gevsemede bozulmaya yol acar (51). Bu nedenle, kardiyovaskiiler hastaliklarda ET-1
endotel disfonksiyonunun temel anahtar1 gibi goriinmektedir (32,40).

ET’nin bulunmasinin ardindan 6ncelikle ET-1"in kardiyovaskiiler sistemdeki rolii
ve ET sisteminin patofizyolojik 6nemi 1997 ve 2001 yillar1 arasinda diizenlenen
konferanslarda tartisilmis ve kardiyovaskiiler patofizyoloji sisteminde Oncelikli olarak
ET’nin rolii iizerine yogunlagmistir (55). Bu konferanslarda toplanan veriler ET nin
kronik kalp yetmezligi, iskemik kalp hastaliklari, hipertansiyon, ateroskleroz, pulmoner
hipertansiyon, kronik bobrek yetmezligi ve subaraknoid kanama sonrasi serebral damar
spazmi gibi ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarda kritik rol oynadigini diisiindiirmektedir
(Sekil 2.10) (32). Bu hastaliklarda, dolasimdaki ET-1 diizey1 bir¢ok durumda yiiksektir.
Bu nedenle ET inhibitorlerinin terapdtik olarak yararmin olabilecegi hastaliklar
arastirilmistir. Bu hastaliklar arasinda; kronik kalp yetmezligi, esansiyel hipertansiyon

ve pulmoner hipertansiyon ET inhibitorlerinin uygulamasi i¢in kapsamli olarak

incelenmistir.
Pulmoner Hipertansiyon
Ateroskleroz Arteryal I_-Iipertansiyon
Kalp Yetmezligi === Renal hastaliklar
Kanser / l , :l:)greft Rejeksiyonu

Diyabet/ Insiilin Direnci

Sekil 2.10. Preklinik ve klinik ¢aligmalarda endotelin sisteminin rol oynadigi gosterilen
patofizyolojik durumlar ve hastaliklar.
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2.5.1. Ateroskleroz

Fizyolojik laminer (cizgisel) akim stresi endotel hiicrelerini anormal aktivasyona
kars1 korumada 6nemlidir (14). Uzun siireli diisiik veya osilatuvar (tiirbiilan) akim stresi
gibi spesifik hemodinamik durumlar fare karotis arterinde plak olusumu ve plak
hassasiyeti gbzlenebilir. Hem diisiik, hem de osilatuvar akim stresi ET-1 ekspresyonunda
artisga neden olurken, eNOS ekspresyonu azalir. Prepro ET-1 mRNA, insan
aterosklerotik koroner plaklarindaki endotel hiicrelerinde, miyofibroblastlarda ve kopiik
makrofajlarda yaygindir. Aterosklerozlu hastalarda ET plazma konsantrasyonlari
ylikselmistir.  Ayrica, aterosklerotik insan kan damarlarinda ET-1 mRNA
ekspresyonunun ve immun boyamanin arttigi gosterilmistir (40). Dolasimdaki ve
dokudaki ET-1 immunoreaktivitesi insan aterosklerotik hastaligin siddeti ile korelasyon
gostermektedir. En yiiksek ET plazma konsantrasyonuna sahip hastalarda etkilenen
damarlar oldukc¢a cok sayidadir (80). ET-1 ekspresyonundaki artig aterosklerozun tiim
evrelerinde temel olan damar inflamasyona yol agabilir (32). ET-1’1n biiylimeyi arttiric
ozellikleri aterosklerozun gelismesinde katkida bulunabilir (81). Birlikte ele alindiginda
bu veriler, ET-1’in endotel aktivasyonu araciligityla aterosklerozun gelismesinde rol
oynadigini telkin etmektedir.

Aterosklerozda endotel disfonksiyonu gelisimine neden olan ET-1’in roli,
hiperlipidemi ve spontan ateroskleroz modeli olan apoE-eksikligi olan farelerde yapilan
calismalarla kanitlanmistir (14). Bu farelerde plak olusumu, endotel disfonksiyonu ve
NO-aracili gevsemenin azalmasi ile iligkilidir. Hem endotel fonksiyonunun bozulmasi
hem de aterom gelisimi bir ET, reseptor blokerinin veya ETA/ETg reseptor blokerinin

uygulanmasi ile 6nlenebilir.

2.5.2. Endotelin ve esansiyel hipertansiyon

ET-1 aracili damar tonus artigi, sempatik sinir sistemi ve renin-anjiyotensin-
aldosteron sisteminin aktive edilmesi ve mitogenez artis1; hipertansiyon ve
komplikasyonlarmmin patogenezinde ET-1’in onemli rolii oldugunu diistindiirmektedir
(28). Spontan hipertansif sicanlarda, ET-spesifik antikorlar kan basincini yaklasik olarak
%10 azaltir; bu durum, endojen ET-1"in periferal direng¢ {lizerinden arteriyal basincini
arttrmak icin yaklasik potansiyelini gostermektedir. Baz1 ¢aligmalarda hipertansiyonlu
hayvan modellerinde ET-1 plazma konsantrasyonlar1 yiiksek bulunmamistir. Ancak,

spontan hipertansif (SHR) si¢can dokularinda ET-1’in mezenterik damarlardaki lokal
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iretimi normotansif kontrol Wistar-Kyoto sigan (WKY) dokularindan daha fazla
goriilmektedir (82). Benzer sekilde, esansiyel hipertansiyonlu hastalarda da ET-1 plazma
diizeyi genellikle normaldir, ancak hipertansiyonda damar duvarinda lokal ET-1 diizeyi
artmaktadir (83). Pek ¢ok c¢aligmada ET-1 kronik arteriyal hipertansiyon gelisimi ile
iliskilendirilmistir (40). Normotensif kontroller ile karsilastirildiginda, hipertansif
hayvan ve hastalarda ET-1 plazma diizeyinin ¢ogunlukla daha yiiksek oldugu ve ET-1’e
olan damar reaktivitenin ¢ogu kez artmis oldugu bulunmustur. Ancak, aykir1 modeller
arasindaki sonuglar oldukca farklidir ve ET-1 plazma diizeyi genellikle normal araligin
yalnizca 1.5-2 kati iist limitine ulasir ve hatta bircok durumda kontrol diizeyinden daha
disiiktiir (84). Diger yandan, WKY siganlar ve SHR’lerin her iki conduit arterinde (renal
arter ve aort) ve SHR’in mezenterik arterinde yapilan hayvan caligmalarinda bu
damarlarin ET-1’in etkilerine daha duyarli oldugu gosterilmistir (85). Ancak, diger bazi
arastirmacilar SHR, DOCA-tuz sican hipertansif hayvanlarin aort ve mezenterik
arterlerinde ET-1 duyarliligmin azaldigini bildirmistir (85,86). ET-1’e duyarliligin
azalmasinin, ET-1’in lokal iiretimi veya kan basmcin artmasma sekonder olarak
endotelin reseptorlerinin down-regiilasyonu ile iliskili olmas1 olasidir (87). ET-1’e
yanittaki degisikliklerin bir kisminin, ET-1’in farkli damarlarda farkl diizeylerde lokal
iretimine, bir kisminin da farkli damar yataklarinda ETA ve ETg reseptor alt tiplerinin
relatif oranlarinin farkli olmasiyla iliskili olabilecegi bildirilmistir (55,88). Ozet olarak,
hipertansiyonda ET-1 duyarliligini inceleyen ¢aligmalarin sonuglar1 direngli damarlarda
duyarliligin azalmis oldugunu, kapasitans ve conduit kanal damarlarda (6zellikle venler
ve renal arterlerde) ise duyarliligin arttigimi diisiindiirmektedir.

Birkag hipertansiyon tipinde ET-1"in ortalama arter basincini arttirmasi ile iliskili
bir fikir birligi vardir (32). Bunlara tuza duyarli hipertensiyon (6rnegin; tuz-duyarli Dahl
sicanlar1) modeli de dahildir, ¢iinkii secici ETA veya ETA/ETg reseptor antagonistleri
yiiksek tuz diyeti ile indiiklenen hipertansiyon sonrasi ya kan basinci artigini azaltir ya
da ortalama arter basincini kismi olarak tersine ¢evirir. Benzer sekilde, Afrika kokenli
Amerikalilar gibi bazi etnik gruplar tuz-duyarli hipertansiyona daha yaygindir. Bu
bireylerde plazma ET-1’in diizeyinde bir artis olmasi ile birlikte akut stres faktorlerine
olan cevabin artmasi, bir mediyator olarak ET-1"in roliinii diisiindiirmektedir (40,89).
Ekzojen ET-1 verilerek hipertansif yapilan siganlar, oksidatif streste artigla birlikte
bobrek fonksiyonunda degisiklik belirtileri gostermis ve bir membran-gecirgen

siiperoksid mimetik olan tempol ile bu stres azalmis ya da tamamen kaybolmustur. Bu
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durum ET’nin kronik artis1 ile indiiklenen hipertansiyon olusumunda ROS’un rol
oynayabilecegine isaret etmistir. ET-1 aracili ET4 reseptor aktivasyonu kronik olarak
uterin perflizyon basincit azalmig gebe sicanlarda veya pre-eklamptik kadimnlarda
gozlenen hipertansiyonda da 6nemli bir rol oynar (90). Bu nedenle, ET reseptor
antagonistleri bu durmlarda etkin ajanlar olabilir, fakat onun antihipertansif etkinligine
karsin ET reseptor blokajinin teratojenik potansiyeli endise yaratmaktadir. Giliniimiizde,
bosentan pulmoner arter hipertansiyonu olan hastalarda etkinligi belgelenen tek lisansh

ET reseptor blokeridir (40).

2.5.3. iskemik sendromlar

Hayvanlarda ve insanlarda miyokardiyal iskemi ve/veya reperfiizyon sirasinda ET-
I’in olusumunun ve saliniminin yani swa ET reseptor ekspresyonunun arttigina dair
onemli Olgliide kanitlar vardir (40,91). Siirekli olarak olusan ET-1’in pro-iskemik
etkilerinin olup olmadig1 halen belirsizdir (40). Bir¢cok caligmada bu peptidin asiri
yiiksek konsantrasyonunun kullanilmasindan dolayr ekzojen ET’ler belirleyici
olamamistir. Diger yanmdan, ET-1’in etkisini bloke etmek icin farmakolojik araclar
kullanarak da caligmalar yapilmistir (6rnegin; antikorlar, ECE inhibitorleri ve reseptor
antagonistleri). Bu arastirmalarin ¢ogunlugu, infarkt boyutunda azalma, koroner akim
reperflizyonunda iyilesme ile sonuclanmistir ve bu da kardiyak iskemi/reperfiizyon
hasar1 ile ET-1 arasindaki iligkilinin kanit1 olarak sunulmustur. Tiimi birlikte ele
alimdiginda, bu calismalar endojen ET-1’in bu spesifik deneysel kosullar altinda
iskemi/reperfiizyon hasarina katki sagladigina isaret etmektedir.

ET reseptor antagonistlerinin iskemi/reperfiizyon gelisiminde hiicresel koruyucu
etkileri kismen bilinmektedir. Iskemide ET-1, hiicre nekrozuna ve kalpte L-argininin
kaybma neden olur. Buna zit olarak, iskeminin baslangicindan o6nce ET-1
uygulanmasmin kardiyoprotektif oldugu da pek c¢ok calisma ile gosterilmistir.
Uygulanan deneysel kosullara ve protokollere bagli olarak, peptidin iskemiden 6nce
uygulanmast durumunda 6n-kosullanma-benzeri kardiyoprotektif bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Bu etkinin ET, araciligi ile oldugu dogrulanmasi halinde, bu reseptor alt
tipinin yeni énemli bir fonksiyonu ileri siiriilebilir. Ekzojen ET-1 ET4 reseptor aracili
PKC aktivasyonu ve mitokondriyal tip ATP-duyarli K kanallarinin aktivasyonu ile
infarkta kars1 6n kosullanmanin kardiyoprotektif etkisini taklit eder. Buna ek olarak, ETg

agonisti olan sarafotoxin-6¢’nin iskemik dénemden Once anestezi altindaki siganlara
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intravendz uygulanmasi sonrasinda miyokard infarkt boyutunun yeterli miktarda
azaltilmasi ve iskemik aritmileri baskilanmasi, ETg reseptorlerinin de miyokard infarkt

biiytikliiglinde azalmada 6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (40,92).

2.5.4. Kronik kalp yetmezligi (KKY)

Ozellikle hipertansiyon ve koroner arter hastaliklarmmn neden oldugu kalp
yetmezligi (KKY) yiiksek mortalite ile seyreden bir durumdur (32). Kalpte endotelin
sistemi hem kardiyak fizyolojiye hem de fizyopatolojiye katki saglar ve ET-1 ve ETy
reseptorii endotelin sisteminin baskin sinyal bilesenleridir (40,93). Saghkli kalpte
endotelinler inotropi, kronotropi ve aritmogenez yani sira kardiyak miyositlerin
kontraktil fonksiyonlarma katkida bulunur (31). Klinisyenler geleneksel bir
hemodinamik bir hastalik olarak KKY’yi tedavi ederken uzun siireli nérohormonal
aktivasyonun onemli 6l¢lide hastaligin ilerlemesine katkida bulundugunu bugiin yaygin
olarak kabul etmektedir. ET-1 diger nérohormonlarin (6rnegin; norepinefrin, angiotensin
IT) salgilanmasin1 uyarir ve onlarm etkilerini artirir, bu ndrohormonal aktivasyonun kalp
iizerindeki uzun stireli etkileri olabilir ve patolojinin daha da kotiiye gitmesine neden
olabilir. Kronik kalp yetmezliginde azalmis kardiyak fonksiyonlari dengelemek igin,
hastaligin nedenlerine karsmn ET sistemi upregiile olabilir (44). Ancak, ET sisteminin
sirekli aktivasyonu aritmi ve kardiyak hipertrofiyi uyararak, kalp fonksiyonunun
bozulmasma neden olabilir. ET’ler kardiyak inotropik durumu etkiler, aritmojenik
olabilir ve ekstraselliiler matriks birikimine neden olur, bdylece miyokard yetmezligini
siddetlendirir (32). Kalp yetmezliginde ET-1 diizeyinin artmasmna dolasim ve kalp
katkida bulunur, ancak peptidin ana kaynag: akcigerlerdir. Insan kalbi ile yapilan ilk
calismalarda, kalp yetmezliginde ET reseptorlerinin ya degismedigi ya da azaldigi ileri
stiriilmiistiir (55). Ancak, son calismalarda insan kalp yetmezliginde ET A reseptorlerinin
up-regiile oldugu, buna karsimn ETg reseptorlerinin eszamanlt olarak azaldig:
gosterilmistir (40, 94). Bu bulgularin fonksiyonel 6nemi kesin olarak bilinmemektedir,
ancak kalp boyunca ekstre edilen plazma ET-1 diizeyinin yiiksek oldugu bilinmektedir
ve bu siddetli KKY’li hastalarda en azindan kalbi desteklemek i¢in yardimci olabilir
(32).

ET’nin zararh etkilerini azaltmak i¢in gelecekte bu hastaliklarin tedavisinde ET
inhibitorlerinin kullanimi diistiniilmektedir (41). ET arastirmalarinin ilk baslarinda, kalp

yetmezliginde artan ET-1’in potansiyel zararh etkisinin direkt olarak ET reseptorlerinin
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blokaj1 yolu ile giderilmesinin 6nemli bir terapotik hedef oldugu anlagilmistir (32). ETx
reseptorlerinin asir1 aktivasyonu kardiyomiyositlerin {izerinde miyokard hipertrofisine
yol agar ve kronik inotropik stimiilasyon nedeniyle kontraktil rezervin tiikkenmesine ve
ventrikiiler aritmilere neden olur. Yapilan klinik bir ¢alismada, secici olmayan ETa ve
ETg reseptor antagonisti bosentanin KKY olan hastalarda yararli hemodinamik etkileri
gosterilmistir (55). Kronik ciddi KKY hastalarinda akut veya kisa siireli (14 giin)
bosentan uygulamasi pulmoner arter basinci, sag atrial basinci ve pulmoner arter wedge
basincinda azalmaya; kardiyak indeks ve kalp hizinin da artmasina neden olmustur (32,
95). Ayrica, bagka bir klinik ¢alismada, ikili ET reseptor antagonisti tezosentanin
intravendz uygulamasi, akut dekompanse kalp yetmezligi olan hastalarda
hemodinamikleri hizl1 ve etkin bir sekilde iyilestirmistir. Bir ETg reseptor antagonistinin

KKY tedavisinde yararli olup olmadig1 sorusu ise heniiz yanitlanamamistir (55).

2.5.5. Pulmoner hipertansiyon

Hem kalp hem de akcigerler ET-1’in ve peptidlerinin 6nemli kaynagidir (41).
Normal pulmoner basingh kisilerden farkli olarak, pulmoner hipertansiyonlu hastalarda
pulmoner arteriyal plazma ET-1 diizeyi vendz plazma diizeyine gore daha fazladir ve bu
durum ya pulmoner ET-1 iiretiminde artis1 veya ET-1’in azalmis akciger klirensini
diisiindiirmektedir (32,38). Idiopatik pulmoner arteryal hipertansiyon (PAH)’nda
ozellikle damar lezyon bolgesinde endotel hiicrelerinde ET-1 mRNA ve protein
ekspresyonu artmistir ve bu da pulmoner damar diren¢ artis1 ile korelasyon
gostermektedir  (14).  Pulmoner  vaskiiler dolasimda  ET-1, ETa-bagimlh
vazokonstriksiyonu uyarir ve belki de daha 6nemlisi gii¢lii bir biiylime hizlandiric1 faktor
gibi davranarak pulmoner arter damar diiz kas hiicre proliferasyonunu etkiler (32,96).
ET-1’in PAH nda bir anahtar mediyator oldugu ET-1 reseptor antagonistlerinin terapotik
etkileri ile kanitlanmistr (14,41). Hem secici ETa-reseptor blokaji hem de bosentan ile
sec¢ici olmayan ET reseptor blokajinin pulmoner arter basincini diistirdiigii, sag ventrikiil
hipertrofisini azalttig1 ve pulmoner arterlerin yeniden modellenmesini sagladigi deneysel
bircok calismada gosterilmistir. (41,93). Aksine, secici ETp antagonistleri pulmoner
hipertansiyonlu kopeklere uygulandiginda pulmoner damar direng ve basinci arttrmistir
(32,38). Bu da selektif ETa-reseptor antogonistlerinin pulmoner hipertansiyon

tedavisinde avantajh olabilecegini gostermektedir.
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Pulmoner hipertansiyonda ET-1 ve ET4 reseptor ekspresyonu akciger dokusunda
artmistir (55). BQ123 monokrotalin ile indiiklenen pulmoner hipertansiyonlu siganlarda
gozlenen patolojik durumlar1 (pulmoner hipertansiyon ve sag ventrikiil hipertrofisi)
spesifik olarak diizeltmistir (55,91,97). Benzer sekilde, pulmoner hipertansiyonlu
insanlarda, bosentan pulmoner arteriyal basincinda ve egzersiz kapasitesindeki patolojik
artig1 spesifik olarak azaltmistir (55,98). Buna uygun olarak, bosentan Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan 2001 yilinda terapdtik bir ilag olarak onaylanmustir.
Bir yillik bir izlem ¢aligmasi sonucu pulmoner hipertansiyon tedavisi i¢in bosentanin

giivenli ve yararl etkileri oldugu gosterilmistir (55,99).

2.5.6. Diabet

Hem insiilin hem de glukoz ET-1 saliniminda rol oynamaktadir. Insiilin endotel
hiicrelerinde ET-1 iiretimini aktive eder ve hiperglisemi, ileri glikozilasyon iirlinleri
(AGEs: AGE’ler)’nin olusumuna yol acar (14). AGE’lerin artis1 dogrudan transkripsiyon
faktor NF-kB’nin aktivasyonu ile endotel hiicrelerinden ET-1 iiretimini uyarir. Hem tip |
diabet hem de insiilin direnci olan hastalarda plazma ET-1 diizeyleri artmistir.
AGE’lerinin endotel disfonksiyonu ve damar inflamasyonu tetikledigi bilinmektedir.
AGE olusumunun inhibit6rii olan aminoguanidin, tip I diabet modeli olan streptozosinli
sicanlarda NO {retimi ve damar gevsemesi lizerine diizeltici etkilere sahiptir. Ayni
hayvan modelinde, ET reseptor blokerleri de NO aracili damar gevsemesini diizeltir. Bu
nedenle, sadece insiilin diizeyindeki artis degil, ayn1 zamanda AGE diizeylerinin de artis1
endotel hiicrelerinde ET sisteminin aktivasyonuna neden olur ve bdylece endotel
disfonksiyonun gelismesine ve siirdiiriilmesine katkida bulunur.

Sonug¢ olarak, yapilan c¢alismalardan elde edilen giiglii kanitlar endotel
disfonksiyonunda ET-1’in 6nemli bir rol oynadigmi gostermistir (Sekil 2.11) (63).
Koroner arter hastaligi, periferik arter hastalig1 ve hipertansiyonlu hastalarda ve damar
cerrahisine giden hastalardaki kardiyovaskiiler olaylarin belirleyicisi endotel
disfonksiyonu oldugundan, endotel disfonksiyonunun diizeltilmesi ¢ok Onemli bir
terapotik hedeftir (14). ET-1’in neden oldugu endotel disfonksiyonuna aracilik eden
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi, endotel disfonksiyonu ile iliskili cesitli

hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir terapotik yaklasim sunabilir.
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Sekil 2.11. Kardiyovaskiiler hastaliklarda endotel disfonksiyonunun gelisiminde ET-1’in
rolii.

2.6. PARP Enzim Ailesi Hakkinda Bilgi ve PARP’1n Rolii

2.6.1. Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) 1963 yilinda Chambon ve grubu tarafindan
kesfedilmistir (100). PARP; oksidatif stres, iyonize radyasyon ve sitotoksik ajanlar ile
olusan DNA zinciri kiriklarmin tespiti ve tamirinde rol oynayan, bol miktarda bulunan
cok islevli niikleer bir proteindir (101). PARP, DNA genomik biitiinliigliniin
sirdiirtilmesi,  transkripsiyonel diizeyde ¢esitli  proteinlerin  ekspresyonunun
diizenlenmesi, nekroz ve apoptoz yoluyla 6liim, hiicresel kopyalama ve farklilagsmanin
diizenlenmesi, telomer faaliyetinin diizenlenmesi ve ubikuitin ekleme yoluyla protein
degradasyonu gibi bir¢ok hiicresel siirecten sorumludur.

PARP siiper ailesinin 18 tiyesi bulunmaktadir: DNA-bagimli PARP (PARP-1 ve
PARP-2), Tankirazlar (tankiraz-1 ve tankiraz-2 ve tankiraz-3), CCCH-tipi PARP
(PARP-12, PARP-13, Ti-PARP) ve makro PARPlar (PARP-9/BAL1, PARP-14/BAL2,
ve PARP-15/BAL3) ve diger PARPlar (PARP-3, PARP-4/vPARP, PARP-10, PARP-6,
PARP-8, PARP-11 ve PARP-16) (102).
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PARP ailesi lyeleri, etkin bir bolge katalizor alanmna sahiptir (101). PARP-1
isaretlenmis DNA’ya baglanan ve DNA hasarina kars1 korumaya aracilik eden yiliksek
derecede korunmus bir enzimdir. DNA kiriklar1 iizerine baglandiginda aktiflesen PARP-
1 NAD "1 nikotinamid ve ADP-riboz parcalarma ayirir ve ADP-riboz pargalarmi bir dizi
niikleer akseptor protein ve PARP-1’1n kendisinin glutamik asid kalintilar1 tizerine ekler.
DNA bir dereceye kadar hasarli oldugunda, PARP-1 DNA onarim siirecine katilir ve
hiicre hayatta kalirr. Buna karsm, yaygin DNA hasar1 durumunda, PARP-1’in asir1
aktivasyonu NAD" ve ATP diizeylerinde bir diisiise neden olur, bu da hiicre islev
bozuklugu ve 6liime yol agar (103). Bu nedenle de PARP’in asir1 aktivasyonu felg,
miyokard infarktiisii, norolojik dejeneratif bozukluklar, diabet ve pek c¢ok baska
inflamatuvar bozukluklar1 iceren ¢ok sayidaki hastaligin olusumunda rol oynamaktadir
(101).

PARP inhibisyonunun sagaltict yararmm mantig1 iki dizi gozlemden ileri
gelmektedir. Ik olarak, PARP aktivasyonu, mitokondriyal islev bozuklugu, hiicresel
yetmezlik ve hiicrede NAD+ ve ATP’nin tiikenmesine yol agan, enerji tiiketen hiicresel
siireclere katkida bulunur. Bu siire¢, sonunda hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (104,105).
Ikinci olarak PARP inflamatuvar sinyal transdiiksiyon siireclerinde rol oynamakta ve
transkripsiyon diizeyinde ¢esitli proteinlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (101).
Uyarilabilir NO sentaz (iNOS), hiicreler arasi1 adezyon molekiil-1 (ICAM-1), tiimor
nekroz faktorii-o (TNF-0) ve major doku uyusumu kompleksi smif II (MHCII) gibi
inflamatuvar mediyator iiretiminin diizenlenmesi 6zel bir dnem tasimaktadwr. PARP
aktivasyonunun hem oksidan ile wuyarilan hiicre disfonksiyonunda hem de
proinflamatuvar sinyal transdiiksiyon siirecinde rol oynamaktadir. Bu nedenle PARP

enzimi ilag gelistirme i¢in ¢ekici bir hedef haline gelmistir.

2.6.2. PARP-1

Poli(ADP-riboz)transferaz ve poli(ADP-riboz)sentaz olarak da bilinen Poli(ADP-
riboz) polimeraz-1 (PARP-1, EC 2.4.2.30), PARP ailesinin ilk bulunan ve en cok
incelenen tlyesidir (Sekil 2.12) (101). PARP-1; bir N-terminal iki ¢inko parmak DNA-
baglanma alan1 (DBD), bir niikleer lokalizasyon sinyali, bir merkez otomodifikasyon
alan1 ve bir C-terminali katalizor alani iceren, yiiksek diizeyde korunan yapisal ve
islevsel organizasyona sahip bir 116 kDa proteinidir (101,106-109). PARP-1’in DBD’1
iki ¢cinko parmagi yoluyla, tek veya c¢ift sarmalli kiriklarina ytiksek affinite ile baglanir.
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DNA ¢ift sarmalli kiriklar ile PARP-1 aktivasyonunda birinci ¢inko parmagi biiyiik
oneme sahipken, tek sarmalli kiriklar ile PARP-1 aktivasyonunda ikinci ¢inko parmagi
onemlidir (101). PARP-1'in enzimatik aktivitesinin hedefleri arasinda in vivo temel
hedef olan PARP’1n kendisi, ¢ekirdek histonlar, baglayici histon (H1) ve PARP ile
etkilesime giren bir dizi transkripsiyonel faktdrler bulunmaktadir (101,110). Ilging
bicimde, son yapilan arastirmalar PARP-1 aktivasyonunun, ¢esitli kinazlar, Ostrojen,
tiroid hormonlari, D vitamininin aktif formlari, poliaminler, piirinler ve kafein
metabolitlerini iceren; degisik endojen ve eksojen faktorler ile modiile edilebilecegine

dair kanitlar saglanmistir (101).

2.6.3. Poli (ADP-Riboz) metabolizmasi

PARP-1 ii¢ temel etki alanini igeren bir 116-kDa proteinidir: Bunlar; iki ¢inko
parmagi i¢eren N-terminal DNA baglayici etki alani, otomodifikasyon etki alan1 ve C-
terminal katalitik etki alamidir (Sekil 2.13) (17). PARP-1 otomodifikasyon alani daha
cok tek sarmalli kiriklar ile uyarilir (101, 112). PARP-1'in bazal enzimatik etkinligi ¢ok
disiiktiir, ancak, hasar goérmiis DNA, hasar gormemis bazi DNA yapilar1t ve
niikleozomlar dahil olmak tizere; cesitli allosterik aktivatorlerin varliginda carpict bir

bicimde uyarilmaktadir (101).

insan PARP-1
DNA-baglanma Otomodifikasyon alani Katalitik alan
alanl
Cinko parmaklar NLS BRCT Aktif boliim
- T 1™ 1
: ==
_ D— COOH
arz2 524 656 859 908-988 1014

Kaspaz yarilanma

boliimii

Sekil 2.12. Insan PARP-1’inin yapisal ve fonksiyonel organizasyonu.

(1) N-terminal DNA baglayici bolge (FI ve FII iki ¢inko parmak motifi igeririr), (2) Niikleer lokalizasyon
sinyali, (3) santral otomodifikasyon alani (BRCT protein—protein etkilesim motifi igerir), ve (4) C-
terminal katalitik bolge (aktif alan).
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Sekil 2.13. Baz1 PARP enzimlerinin yapisinin karsilastirilmasi.
DBD, DNA baglanma alani; AMD, otomodifikasyon alani; Catalytik domain, katalitik alan; active site,
aktif bolge; Zn fingers, ¢inko parmaklar

PARP-1 hem tek ve hem de cift zincirli DNA kiriklarina baglanarak bir DNA
hasar sensorii ve sinyal molekiilii olarak islev goriir (17,113). Ozellikle dogrudan ikinci
cinko-parmak etki alani ile hasarli DNA’ya baglanir, PARP-1 homodimerleri olusur ve
NAD’m nikotinamid ve ADP-riboza boliinmesini katalize eder ve sonra ikincisini, dalli
niikleik asid benzeri polimerler poli (ADP-riboz) sentezlemek i¢in niikleer akseptor
proteinlere kovalent baglanarak kullanir (17,113,114). Yiksek negatif ylik nedeniyle,
kovalent bagli ADP-riboz polimeri hedef proteinlerin fonksiyonunu onemli 6lciide
etkiler (17). Poli-ADP- ribozilasyonu dinamik bir siirectir, polimerin in vivo yar1 dmrii
kisa (1 dak) kisadir. PARP-1 DNA onariminda ve genomik biitiinliigiiniin korunmasinda
rolii oldugu diistiniilmektedir. PARP ile katalizlenen kovalent poli (ADP-ribozilasyon),
poli (ADP-riboz) polimerleri; histon, XRCCI, p53 ve DNA polimeraz gibi proteinlerde
spesifik (ADP-riboz)lara bagli motiflere nonkovalent olarak baglanabilir ve bdylece
onlarin islevini degistirebilir. PARP-1 ayni zamanda transkripsiyonel diizeyde cesitli
proteinlerin ekspresyonunu da diizenlemektedir. PARP-1 ile indiiklenebilir NO sentaz
(1INOS) ve hiicreleraras1 adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) gibi inflamatuvar mediyatorlerin
dretiminin diizenlenmesi 6zel bir Onem tagimaktadir. NF-xB, bu proteinlerin
diizenlemesinde 6nemli bir transkripsiyon faktoriidir ve PARP’m NF-xB -aracili
transkripsiyonunda bir koaktivator gibi hareket ettigi gdosterilmistir. PARP-1
replikasyonu ve farklilagmayr diizenler (116,117). PARP-1-aracili hiicre 6limii,

olasilikla hiicre liimiiniin en az istenilen formu olan nekroz seklinde olusur (118-121).
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Nekrotik hiicre 6liimii sirasinda hiicre igerigi doku igine salinir, proteaz ve diger salinan
faktorler ile potansiyel zararl saldirilara komsu hiicreler maruz kalir. Hafif genotoksik
hasar PARP aktivasyonuna yol acar, bu da DNA tamirini ve hiicre sagkalimini
kolaylastirmaktadir (122). Siddetli DNA hasari, bununla birlikte, PARP’in asir1
aktivasyonuna yol acar, bu da NAD" ve ATP tiikkenmesine yol acar ve bunun sonucu

olarak nekrotik hiicre 6liimii ile sonuglanir (Sekil 2.14) (17).

2.6.4. PARP-1 ve DNA onarimi

PARP-1’in, DNA’nin onariminda rolii olabilecegi varsayimi enzimin DNA’ya
bagli bir protein olarak saptanmasi ile ortaya konmustur (101). PARP-1, diisiik diizeyde
DNA hasarinda bir sag kalim faktorii olarak gorev almaktadir (Sekil 2.15) (101).
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Sekil 2.14. DNA-hasari ile indiiklenen PARP aktivasyonu: Yasam veya 6liim i¢in bir sinyal mi?
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Sekil 2.15. DNA hasarinin siddeti hiicrenin kaderini belirler: Yasam, apoptoz veya nekroz.
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PARP-1 diisiik diizey DNA hasarmin varliginda, bir sagkalim faktorii olarak;
yaygin asirt DNA hasart durumunda ise hiicre oliimiinii destekler sekilde hareket
etmektedir (101). PARP-1 hiicre 6liimiinde iki temel yol oynar: apoptoz ve nekroz (17).
Bu siire¢ genotoksik uyaranlarin siiresi ve siddeti yani sira hiicre tipine bagli olarak
nekroz veya apoptoz araciligryla hiicre 6liimiine neden olabilen bir siiregtir. Apoptozun
temel Ozelliklerinden bir tanesi, hiicresel yapilarin bozulmasinda ATP’ye olan
bagimhiligidir (123). Apoptoz ilimli uyaran ile tetiklenirken, nekroz ciddi hasar ile
tetiklenmektedir (124).

NAD" katabolize edici bir enzim olan PARP, apoptoz ile nekroz arasinda
molekiiler bir anahtar olarak is goriir (101). Apoptozun son asamasi; kaspaz 3, 6 ve
7’nin hiicresel proteinleri sindirdigi ve apoptotik cisimciklerin olusumu {izerinden
hiicreyi pargaladig1; yaygin geri doniisiimsiiz asamadir. Ilging olarak, apoptoz asamasi
sirasinda, kaspaz 3 ve kaspaz 7 tiim PARP (parcalanmamis PARP, full leght PARP)’1n
niikleer lokalizasyon sinyal motifi olan DEVD (Asp-Glu-Val-Asp)’i tanir ve onu iki
fragmana ~p89 ve ~p24’e aywrrr (bolinmiis PARP, cleaved PARP). Bu bdlgedeki
boliinme DNA baglanma alanini katalitik alanindan ayirir ve tiim PARP’1 etkisiz hale
getirir (110, 125, 126). Boliinen fragmanlar PARP aktivitesinin baskilanmasina katkida
bulunur. Boliinmiis PARP, PARP aktivasyonunun 6nlenmesini amaglar ve bu nedenle
apoptozun bazi ATP’ye bagimli basamaklarinda hiicresel enerjiyi korumayi hedefler
(126). Bu yol hiicreleri; hiicresel 6liimiin nekroz yoluyla ortaya ¢iktigi, bitigik hiicrelere
risk olusturan daha da agir bir hiicre 6liimii bi¢imi olan baska bir metabolik yolun
patolojik sonuglarindan korumayi amacglamaktadir (101). Bu kavrama gore, boliinmiis
PARP’1n hedefi sonraki DNA fragmantasyonu ile PARP aktivasyonunun onlemesidir
(17). Yu ve arkadaslarmin arastirmalar1 PARP-1"in AIF (apoptoz indiikleyici faktor) ile
kaspaz-bagimsiz apoptotik hiicre 6liimiinde de rol oynayabilece§ini gostermektedir
(101, 127). AIF mitokondride bulunan proapototik bir flavoproteindir (101). PARP-1
aktivasyonu AIF’in mitokondriden DNA par¢alanmasina neden olan c¢ekirdege
translokasyonunu tetikler ve apoptotik hiicre 6liimiine yol acar. PARP-1, apoptoz ile
karsilastirildiginda hiicre 6liimiiniin daha siddetli bir bigimini temsil eden nekrotik hiicre
Olimii ile de iliskilidir. Hiicre olimiiniin tarzi, DNA-zararli uyaranlarin siddeti ile
belirlenir. Reaktif oksijen tiirleriyle (peroksinitrid, hidroksil ve siiperoksid serbest
radikaller gibi) olusan genis ¢capli DNA hasar1 PARP’1n asir1 aktivasyonuna neden olur,

boylece hiicresel NAD" depolarmin tiikenmesine yol acar ve NAD" diizeyindeki diisiis
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oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimini inhibe eder ve nekrotik hiicre 6liimiine yol
acar (17). Nekrozda PARP aktivasyonunun rolii; biiylik ¢ogunlukla nekrotik hiicre
oliimii ile karakterize edilen felg, miyokard infarktiisii ve iskemi-reperflizyon hasar1 gibi
hastalilk modellerinde PARP-1’in inhibisyonu veya yoklugunun O©nemli koruma
sagladiginin gosterilmesi ile kanitlanmistir. Nekroz sirasinda PARP’1n asir1 aktivasyonu
hiicrenin NAD" ve ATP depolarmi tiiketir. Ayrica PARP asir1 aktivasyonu ile
indiiklenen nekrozda, NAD katabolizmasmin bir yan iiriinii olarak olusan, H' iyonlar ile
hiicre i¢i asidifikasyonun rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Genel olarak, etkin olarak
cogalan hiicrelerde PARP asir1 aktivasyonunun nekroz araciligi ile hiicre dliimiine yol
actig1; kopyalanmayan hiicrelerin ise asir1 PARP aktivasyonu sonucu apoptozun daha

diizenli hiicre 6liimii mekanizmasina tabii olduklar1 bildirilmistir (128-131).

2.7. Endotel Disfonksiyonu Patojenezinde PARP Aktivasyonun Rolii

Endotel disfonksiyonunun gelisiminde PARP yolaginin katkis1 1997 yilinda sican
endotoksik sok modeli kullanilarak 6ne stiriilmiistiir (132). Bu modelde, NADPH
oksidazi iceren cesitli siiperoksid olusum kaynaklarmin aktivasyonu yani sira iNOS’un
up-regiilasyonuyla birlikte damar endotelinin ¢evresinde siddetli oksidatif ve nitrozatif
stres olustugu bilinmektedir. Endotoksik soka maruz kalan si¢anlardan alman damar
halkalarinda, endotel bagimli gevseme yanit1 bozulmakta ve bu degisiklikler PARP’1n
3-aminobenzamid (3-AB) ile farmakolojik inhibisyonu ile &nlenmektedir. In vitro
calismalarda da, peroksinitride maruz kalan damar halkalarinda asetilkolinle endotel-
bagimli gevseme yanitinin azaldig1 ve bu endotel disfonksiyonunun 3-AB ile diizeldigi
gosterilmistir. Bu bulgular, oksidatif veya nitrozatif olarak hasarlanmis endotel
hiicrelerinin metabolik baskilanmasina karst PARP inhibisyonunun koruyucu oldugunu
gosteren daha onceki in vitro veriler ile uyumludur. Bu bulgular ayrica homosistein
(cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarda bir model) veya yliksek glukoz konsantrasyonlarini
(diabetik damar komplikasyonlarda bir model) igeren ve oksidatif stres ile seyreden
cesitli patofizyolojik durumlarda yapilan endotel hiicre ¢aligsmalar1 ile de uyumludur

(133,134).
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2.8. Endotel Disfonksiyonu, Ateroskleroz, Kalp Yetmezligi, Damar
Remodeling ve Anjiyogenezde PARP-1 Aktivasyonunun Rolii

Diabet, hipertansiyon, kalp yetmezligi ve ateroskleroz ile iliskili endotel
disfonksiyonunda damar endotel ¢evresinde reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin lokal
olusumunun rolii oldugu goriisii giderek artan kanitlarla desteklemektedir (134,135).
Oksidatif stres endotel ve damar diiz kas hiicrelerinde, damar prostasiklin sentaz ve
apoptoz ve/veya PARP-bagimli hiicre 6liimiinii kapsayan cesitli mekanizmalar araciligi
ille damar disfonksiyonuna katkida bulunabilir (135). Gergekten de, PARP
aktivasyonunun hem deneysel modellerde ve hem de hastalarda dolasimsal sok,
miyokard iskemi reperfiizyon hasari, kalp yetmezligi, hipertansiyon, diabet ve
kardiyovaskiiler yaslanma 1ile iliskili damar disfonksiyonunda rol oynadigi
goriilmektedir ve bu patolojik durumlarda PARP’1n farmakolojik inhibisyonu endotel-
bagimli gevsemeleri diizeltir (134).

Insan aterosklerotik plaklarmda oksidatif DNA hasarmmm ve DNA onarim
enzimlerinin (6rnegin, PARP-1) diizeyleri yiiksek bulunmustur. Yiiksek yaglh diyet ile
beslenen aterosklerozun bir ApoE fare modelinde, PARP inhibisyonu endotel
fonksiyonunu diizeltir, aterosklerotik plak boyutunu azaltir ve plak stabilitesinin
faktorlerini destekler (136). PARP’mn asir1 aktivasyonu miyokard reperflizyon hasari,
kalp transplantasyonu, kalp yetmezligi, inme, dolasim soku ve diabet mellitus ile iligkili
otoimmiin B-hiicre yikilimini iceren oksidatif ve nitrozatif stres ile iligskili degisik
patolojik durumlarda doku hasarmin 6nemli bir mekanizmasini temsil eder (134).
Dolasimsal sok, hipertansiyon, ateroskleroz, pre-eklampsi ve yaslanma gibi durumlarda
endotel disfonksiyonunun degisik formlarinda, PARP aktivasyonunun ve ¢esitli PARP
inhibitorlerinin  yararli etkisi gosterilmistir. Ayrica, son kanitlar ile PARP
aktivasyonunun diabetin ¢esitli deneysel modellerinde ve ayrica insanlarda endotel
disfonksiyonunun gelisimine 6nemli olarak katki sagladigi gosterilmistir. Ek olarak,
PARP aktivasyonunun, diabetik nefropati, néropati ve retinopatide patogenetik bir rol
oynadig1 gosterilmistir.

Sicanlar ve / veya farelerde ileri yas ya da hipertansiyon ile iligkili gelisen kronik
kalp yetmezligi, ROS olusumunu ve nitrozatif stresi arttirir. Bu hayvanlarda ayni
zamanda hem kardiyomiyositlerde ve hem de endotel hiicrelerinde poli(ADP
ribozil)asyonun arttigi  bildirilmistir  (134,137,138). Bu hayvanlarin  hastalik

modelllerinde PARP’in farmakolojik inhibisyonu miyokard hipertrofisini azaltir ve
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endotel fonksiyonunu iyilestirir (134). PARP-1m genetik silinmesi veya farmakolojik
inhibisyonu aortik bantlama veya anjiyotensin II inflizyonu ile indiiklenen
kardiyovaskiiler disfonksiyona karsi korumaktadir. Onemli olarak, tip 2 diabet dncesi ve
diabet hastalarinda damar nitrotirozin ve PAR igerigi artmistir ve bu da bozulmus

endotel fonksiyonunun bir gostergesidir (139).

2.9. PARP inhibitorleri ve Klinik Kullanim Potansiyelleri Hakkinda Bilgi

2.9.1. PARP inhibitorleri

PARP inhibitorlerinin cogu kompetitif enzim inhibitorleri gibi hareket eder ve
NAD"’1n, enzimin katalitik alanina baglanmasimi bloke eder (101,140). Bununla birlikte,
ek olarak etkisi onun DNA’ya baglanmalar: ile iligkili olabilir ve bdylece PARP ile
DNA sarmalli kiriklarinin taninmasinin 6nlenmesi ve bunun sonucu olarak PARP
aktivasyonunun Onlenmesi ile iligkili olabilir. Sinirli hiicre alimi, hiicresel direng ve
0zgiil olmayan etkilere sahip olan klasik PARP inhibitorleri enzimi ¢ok diisiik potens ile
inhibe eder. Bununla birlikte, daha yeni olan PARP inhibitorleri; bu potensi ve
Ozgiilliigii arttiran aromatik bir laktam veya imid eklenmis, aromatik bir halkaya
baglanmig karboksamid veya karbamoil guruptan olusturulmasi nedeni ile ¢ok daha

fazla giiclii ve 6zgiildiirler (101).

2.9.1.1. Klasik PARP inhibitorleri

Nikotinamid ve onun 5-metil tirevlerinin, PARP’mn kompetitif inhibitorleri
olduklar1 30 yil once ispatlanmistir (101). Benzamid, pirazinamid ve siibstitiie
benzamidler, 6zellikle de 3-aminobenzamid (3-AB) ve 3-metoksibenzamid gibi yapisal
olarak benzer bilesikler de PARP’1n inhibisyonunu gergeklestirmektedir (140, 141). Bu
bilesikler ayn1 zamanda in vitro ¢esitli proinflamatuvar sinyal transdiiksiyon yolaklarinin
ve aracilarmin upregiilasyonunu bloke edebilmektedir. Benzamidler makro molekiiler
konsantrasyonda PARP-1, mono (ADP-riboz) transferaz ve NAD' glikohidrolazi
selektif olarak bloke eder. 3-AB inflamasyon, felg ve diabet gibi deneysel sok

modellerinde de koruma saglamistir (17).

2.9.1.2. Yeni PARP inhibitorleri
Dihidroizokinolinonlar ve izokinolinonlar 3-AB’den daha giiclii inhibitorlerdir

(101). Besinci konuma hidroksil gurubu eklenmesi ile 5-hidroksidihidroizokinolinon
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(DHIQ) ve  5-hidroksiizokinolinon’un  etkisi  pekistirilmistir  (142,143).  5-
Hidroksiizokinolinon’un (5-AIQ) in vitro olarak kalbi koruyucu etkiler sagladigi
bildirilmistir. 5-AIQ’nun miyokard infarktiisii ve sok sican modellerinde yararl oldugu
kanitlanmistir (144). Ayni smniftan baska bir O6rnek olan 3,4-Dihidro-5-[4-1 (1-
piperidinil)butoksil]-1(2H)-isokinolinon (DPQ), in vivo felg modellerinde sinir
koruyucu etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Tetrasiklik laktamlar ile iligkili bir smifina
ait Benzopirano[4,3,2-de] isokinolinonlar olan GPI-6150’nin felg, sinirsel dejenerasyon,
diabet ve g¢esitli inflamatuvar durumlarin deneysel modellerinde anlamli koruma
sagladig1 bildirilmistir. Benzimidazoller, indoller ve iliskili bilesikler PARP 6nleyici etki
gosterir (101). 2-(4-Hidroksifenil) benzimidazol-4-karboksamid tiirevleri, NU-1064,
NU-1085, ve NU-1025 giiclii PARP inhibitorleri olup antikanser ilaglarin sitotoksik
etkilerinin giiclinii arttirir. Diger bir giiglii ve suda ¢6ziinebilen PARP inhibit6rii olan
PJ34 (N-6-Okso-5,6-dihidrofenanthridin-2-yl-N, N-dimetilamino asetamid hidrokloriir)
(Sekil 2.16) (145); yaklasik olarak 40 nM’lik bir ECsp’de oksidanlarin sitotoksik
konsantrasyonlarma maruz birakilan izole edilmis fare timositlerinin yasama yetenegini
arttirdig1 birgok yaym ile gosterilmistir. PJ34; Poli (ADP-riboz) polimerazin giiclii bir
inhibitérii (PARP; ECso = 20 nM) olarak hareket eden hiicre-gecirgen, suda ¢oziiniir bir
fenantridinon tiirevidir ve prototipi PARP inhibitorii 3-aminobenzamid (ECso=
200uM)’e gore potent, suda c¢Oziiniir bir poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
inhibitoriidiir (146). PJ34’iin, 3-AB (ECsp= 200uM)’e gore yaklasik 10.000 kat daha
potent oldugu gosterilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda (1uM- 10 mM) bir antioksidan
olarak hareket etmez. Bu bilesik, uyarilmis makrofajlardaki doza bagimli
proinflamatuvar sitokin ve kemokin iiretiminin supresyonunu da indiiklemektedir (147).
3-30 mg/kg/glinliik bir doz araligindaki in vivo modellerde, hiicresel nekrozu azalttig1 ve
felc, miyokard infarktiisii, diabet ve artritin islevsel sonuclarmi 1iyilestirdigi

gosterilmistir (148).
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Sekil 2.16. PJ34 [N-(6-Okso-5,6-dihidrofenanthridin-2-yl)- (N, N-dimetilamino)
asetamid hidrokloriir]’iin kimyasal yapisi (Ampirik Formiil C17H17N302 « HCI « xH20).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneysel Model

Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Komitesi Antalya,
Tiirkiye, tarafindan onaylanmistir. Calismamizda 250-300 gr agirliginda toplam 60 adet
erkek sican kullanilmistir. Sicanlar ketamin ve ksilazin anestezisi altinda dekapite
edilerek torasik aortlar1 ¢ikarilmis, etraf dokulardan dikkatle temizlendikten ve arter
halkalar1 2-3 mm uzunlugunda kesildikten sonra elde edilen aort halkalar1 kullanilarak
asagidaki deney gruplari olusturulmustur (her grup icin 10 aort halkasi kullanilmistir).
Tim gruplar 120 U/ml penisilin ve 120 pg/ml streptomisin igeren Dulbecco'nun
modifiye eagle medium (DMEM) soliisyonunda 37°C’de 18 saat siireyle inkiibe
edilmistir.

1. Kontrol grubu: Sadece tasiyici (deionize su) inkiibasyonu yapilan torasik aort

halkalar1

2. ET-1 grubu: ET-1 (10 M, 18 saat) inkiibasyonu yapilan torasik aort halkalar1

3. ET-1 + antioksidan tedavi grubu: Ayni konsantrasyonda ET-1 ve hiicre ici

stiperoksid anyon siipiiriici PEG-SOD (polietilen glikol-superoksid dismutaz)
(41 U/ml) + NADPH oksidaz inhibitorii Apocynin (300 uM) inkiibasyonu
yapilan torasik aort halkalar

4. ET-1 + PARP inhibitor grubu: Ayni konsantrasyonda ET-1 ve giiclii, suda

¢oziinen bir PARP inhibitorii olan PJ34(3x10° M) inkiibasyonu yapilan torasik
aort halkalar1

5. Sadece PARP inhibitorii grubu: Sadece gii¢lii, suda ¢oziinen bir PARP

inhibitorii olan PJ34(3x10° M) inkiibasyonu yapilan torasik aort halkalarr.

18 saatlik inkiibasyon siiresi sonrast tiim arter halkalar1 damar limeni
zedelenmeden dikkatlice iki paslanmaz c¢elik klipten gecirilerek taze Krebs soliisyonu
(mM: NaCl 118, KCI 5, NaHCOs 25, KH,PO4 1.0, MgSO4 1.2, CaCl, 2.5 ve glikoz 11.2)
ile dolu 20 ml’lik organ banyosunda pH 7.4 olacak sekilde %95 O, ve %5 CO; ile
gazlanmasi saglanarak 37°C’de dinlenmeye alinmustir. Izometrik gerilim; bir bilgisayar-
tabanli veri toplama sistemine (TDA 97, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) baglh bir
izometrik kuvvet dontstiiriicii (FDT10-A, Commat Ltd., Ankara, Tiirkiye) ile siirekli
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Ol¢tilmiistiir. Torasik arter halkalarina 1.5 g optimal bir dinlenme gerginligi uygulanmis

ve dokular 90 dakika siire boyunca dengelemeye birakilmistir.

3.2. Protokol

Deneylerin ilk kisminda, Fe (10° M) ile ile kasilmis endoteli saglam torasik arter
halkalarmm ACh (endotel bagimli, ACh, 10°- 10° M) ve sodyum nitroprussid (SNP,
endotelden bagimsiz, 10"°-10° M) ile gevseme yanitlari iizerinde ET-1 (107 M, 18 saat)
inkiibasyonunun etkisi arastirilmistir. Deneylerin ikinci kisminda, ET-1 ile vaskiiler
reaktivitede olusan etkide, oksidatif stres ve PARP yolagmin aktivasyonunun olasi
roliinii arastirmak icin, dokular ya ET-1 ile tek bagina ya da PEG-SOD + Apocynin veya
PARP inhibitérii (PJ34, 3x10°M) ile birlikte 18 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu
inkiibasyonlardan sonra, ACh ve SNP i¢in konsantrasyon-yanit egrileri tekrarlanmistir.
Diger bir grup deneyde ise, 80 mM KCI veya Fe (10™° -10™*° M) ile sigan torasik
arterinde indiiklenen kasilma yanit1 tizerine ET-1 inkiibasyonunun etkileri arastirilmigtir.
ET-1 inkiibasyonu sonrasi kasict ajanlara artmis vazoreaktivite yanitinda oksidatif stres
ve PARP yolag1 aktivasyonunun olasi roliinii arastirmak i¢in, dokular ya tek basma
endotelin-1 ya da PEG-SOD + Apocynin veya PJ34 ile birlikte 18 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Daha sonra ayni protokol tekrarlanmistir. Tek basma PJ34’tin damar
reaktivitesine etkisini diglamak i¢in kontrol grubu damarlara tek basma PJ34 18 saat
siireyle inkiibe edilmis ve tiim kasilma ve gevseme yanitlar1 tekrar kaydedilmistir. Bu
calismada kullanilan PJ34, PEG-SOD, Apocynin ve ET-1"in dozlar literatiirde dnceki

calismalarda kullanilan ilag dozlar1 ile uyumludur.

3.3. Immiinohistokimya Metod

Tim gruplardan elde edilen dokular, %10 formalin icinde immersiyon ile fikse
edilerek parafin gomme i¢in hazirlanmistir. Parafine gomiili doku Ornekleri Sp
kalinhiginda olacak sekilde kesilerek SuperFrost Plus slaytlar {izerine yerlestirilmistir
(Erie Scientific Company, Portsmouth, NH, USA). Poli (ADP-riboz) (PAR) ve PARP-1
immuno boyama i¢in, kesitler ksilen i¢cinde deparafize edildikten sonra alkol ile dereceli
olarak rehidrate edilmistir. Antijeni geri almak i¢in, slaytlar 10 mmol/L sitrat tampon
maddesi (pH 6.0) i¢ine yerlestirilmis ve iki kez mikrodalgada 5 dakika birakilmistir.

Doku kesitleri endojen peroksidaz aktivitesi icin %3’liik H,O, igceren metanol ile 10

42



dakika stireyle ve nonspesifik baglanma icin Ultra V Blok (Labvision) ile oda
sicakliginda 7 dakika siireyle bloke edilmistir. Fare monoklonal PAR (Anti-PAR Mab
(10H), Alexis) ve tavsan poliklonal PARP-1 (Ab 6079, Abcam) primer antikorlari,
sirasiyla ml basma 2 pg protein (1:500 seyreltme) ve 6 pg protein (1:300 seyreltme)
halinde uygulanarak 2 saat oda sicakliginda birakilmistir. Kesitler, fosfat-tamponlu salin
(PBS) i¢inde yikanmis, biyotinlenmis anti-fare IgG ve anti tavsan 1gG (3 mg/ml; Vector)
serumu ile 1:500 diliisyonda oda sicakliginda 45 dakika siireyle inkiibe edilmistir. PBS
ile birka¢ kez durulamadan sonra, antijen-antikor kompleksi Universal LSAB Kkiti ile
birlikte bir avidin-biotin horseradish peroksidaz kompleksi kullanilarak saptanmistir
(Dako, Glostrup, Danimarka). Diaminobenzidin (3,3-diaminobenzidin tetrahydrochlorid
dihidrat; Sigma) kromojen olarak kullanilmis ve kesitler cam slaytlar tizerinde Permount
ile monte edildikten sonra 151k mikroskobunda degerlendirilmistir. Fotograflar bir

Axiophot mikroskobu (Zeiss, Oberkochen, Germany) ile alinmuistir.

3.4. Western Blot Metodu

Dokular tartildiktan sonra proteaz inhibitor kokteyli (Boehringer, Mannheim,
Almanya) ile desteklenmis homojenasyon tampon maddesine (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, %2.5 SDS, 1 mM fenilmetillsulfonilfluorid ve Img/ml 16peptin) yerlestirilmistir.
Homojenizasyon ve sonikasyon iglemi sonrasinda, ornekler 10 dakika siireyle 10.000x
g’de santrifiije edilmistir. Siipernatantlar toplanmis, protein konsantrasyonlari1 standart
BCA yontemi kullanilarak belirlenmis ve her kuyu basma 100 g protein olacak sekilde
uygulanmistir. Elektroforez oncesi, ornekler 95°C sicaklikta 5 dakika 1sitilmistir.
Ornekler daha sonra, standart kosullar altinda SDS-poliakrilamid jel elektroforezine tabi
tutulmus ve 0.2 mol/L glisin, 25 mM Tris ve %20 metanol iceren bir tampon iginde
PVDF membran {izerine gece boyunca aktarilmistir. Membranlar %5 yagsiz kuru siit ile
1 saat bloke edildikten sonra immiinohistokimya i¢in kullanilan PARP-1 tavsan
antiserumu (0.5 g/ml) ve PAR fare antiserumu (3 g/ml) kullanilarak oda sicakliginda 1
saat siireyle inkiibe edilmistir. Yikamadan sonra, membranlar 1:5000 sulandirilmis anti-
tavsan anti-fare IgG horseradish peroksidaz konjugati ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. Kemiliiminesans bazli SuperSignal CL HRP substrat sistemi kullanilarak
immun isaretleme goriintiilenmistir ve membranlar hyperfilme aktarilmistir. Proteinlerin

esit yiikleme yapildigini dogrulamak i¢in standart olarak jellere beta-aktin yiiklenmistir.
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3.5. flaclar

Asetilkolin kloriir, endotelin-1, L-fenilefrin hidrokloriir, sodyum nitroprussid,
PEG-SOD, Apocynin ve PJ34 kullanilmistir. Tiim ilaglar ve Krebs soliisyonu igin
gerekli kimyasallar Sigma Chemical (St.Louis, MO., ABD)’den satin alinmistir. Biitiin
deneyler boyunca ilaglar giinliik olarak taze hazirlanmis ve kullanimdan 6nce distile su

icerisinde ¢oziilmiistiir.

3.6. istatistiksel Analizler

e Tiim degerler ortalama + standart hata (SEM) seklinde ifade edilmistir. ACh
veya SNP yanitlar1 Fe ile olusan kasilma yanitina gére % gevseme yanit1 olarak
ifade edilmistir. Fe ile olusan kasilma yanitlar1 80 mM KCI yanitlarmin yiizdesi
olarak verilmistir. Maksimal yanitin (Emax) %50’sini  olusturan agonist
konsantrasyonu ECsy olarak  belirlenmistir.  Bu  degerler logaritmik
konsantrasyon-yanit egrilerinin dogrusal kisimlarinin regresyon analizi ile
belirlenmistir. Duyarliik pD, (-log ECsp) olarak ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki fark, uygunluguna gore tek yonliit ANOVA veya Student’s t-testi ile
analiz edilmistir. Tim ANOVA testleri sonrasinda post-hoc olarak Benforroni
testi yapilmistir. P degeri 0.05 'den diisiik oldugunda istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sican Torasik Arterlerinin Vaskiiler Reaktivitesi Uzerine ET-1
Inkiibasyonunun Etkileri

10° fenilefrin ile kasilan kontrol torasik aort halkalarmda ACh konsantrasyon
bagimli bir gevseme yanit1 olusturmustur. Kontrol halkalarinda ACh ile olusan gevseme

trasesi Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Force
arams

Sekil 4.1. Kontrol grubu sigan torasik aortunun aort halkalarinin asetilkolin (ACh) trasesi.

ET-1 inkiibasyonundan sonra endotel bagimli vazodilator bir ajan olan ACh’e
gevseme yanitinin anlaml bir sekilde azaldig1 saptanmustr (Sekil 4.2) (P<0.05). ET-1

inkiibasyonu sonrasi ACh ile olusan gevseme trasesi Sekil 4.2°de goriilmektedir.

250

arams

Sekil 4.2. ET-1 grubu sican torasik aortunun asetilkolin (ACh) trasesi.
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Tim gruplardan elde edilen torasik aort halkalarinda asetilkolin (ACh)

konsantrasyon yanit egrileri Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Tiim gruplardan elde edilen torasik aort halkalarinda asetilkolin (ACh)
konsantrasyon yanit egrileri. * p<0.05 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli, ** p< 0.05 ET-1’¢
gore istatistiksel olarak anlamli. ET-1, endotelin-1; PEG-SOD, polietilen glikol-superoksid dizmutaz;
PJ34, PARP-1 inhibitorii.

ET-1 inkiibasyonundan sonra ACh ile olusan maksimum gevseme yanitt Enax %
96.29+1.93’dan %44.50+6.22’a diismiistiir (Tablo 4.1). Ayrica, torasik arter halkalarmin
ACh’e duyarliligi (pD;) ET-1 inkiibasyonu sonrasinda istatistiksel olarak anlamli
degisiklik gostermistir (P<0.05).

Tablo 4.1. Ach ile olusan gevseme yanitlarinin pD; ve Eax degerleri.

Kontrol 7.02+0.10 96.29 + 1.93
ET-1 6.42 £0.19* 4450 + 6.22*
ET1+ PEG-SOD+Apocynin 7.73+0.12* 94.67 £3.77**
ET1+PJ34 7.80 £0.13* 95.10 + 3.05**
PJ34 741 +0.08* 99.10 £ 0.90

Tim degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. n = 10,
* p< 0.05 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli, ** p< 0.05 ET-1"e gore istatistiksel olarak anlamli,
ET-1, endotelin-1; PEG-SOD, polietilen glikol-superoksid dizmutaz; PJ34, PARP-1 inhibitori.

Kontrol ve ET-1 inkiibasyonu yapilan si¢anlarda torasik aortun SNP’ye yaniti
Sekil 4.4 ve 4.5’te goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Kontrol grubu sigan torasik aortunun sodyum nitroprussid (SNP) trasesi.
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Sekil 4.5. ET-1 grubu sican torasik aortunun sodyum nitroprussid (SNP) trasesi.

ET-1 inkiibasyonu sonrasi, endotel-bagimsiz bir vazodilator ajan olan SNP’ye
gevseme yanitinda anlaml bir degisiklik saptanmamustir (Sekil 4.6) (P > 0.05). Ayrica,
torasik arter halkalarmin SNP’ye duyarliligi (pD,) ET-1 inkiibasyonu sonrasinda 6nemli
bir degisiklik gdstermemistir (Tablo 4.2) (P>0.05).

0- -@— Kontrol
s -~ ET-1
8 20- —#— ET-1+PEG-SOD+APOCY NIN
= ¥~ ET-1+PJ34
=§ 40- - PJ34
£
Q 60'
o
& g0
g o=
100-
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10 9 8 7 6 5
-log [SNP] (M)

Sekil 4.6. Tiim gruplardan elde edilen torasik aort halkalarinda sodyum nitroprussid
(SNP) konsantrasyon yanit egrileri.
ET-1, endotelin-1; PEG-SOD, polietilen glikol-superoksid dizmutaz; PJ34, PARP-1 inhibitorii.
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Tablo 4.2. SNP ile olusan gevseme yanitlarinin pD; ve E.x degerleri.

Kontrol 8.35+0.11 100.00 £ 0.00
ET-1 8.30 £0.06 100.00 £ 0.00

Tiim degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. n = 10. ET-1, Endotelin-1.

Diger taraftan, Kontrol ve ET-1 inkiibasyonu yapilan siganlarda torasik aortun

KCl’ye yanit1 Sekil 4.7 ve 4.8°de goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Kontrol grubu si¢an torasik aortu KCl trasesi.

435

grams

3.00

1.75

Sekil 4.8. ET-1 grubu torasik aortu KCl trasesi.

80 mM KCI ile olusan kasilma yanitlarmin ET-1 ile inkiibasyon yapilan
damarlarda kontrollere gore anlamli olarak farkli olmadigi saptanmistir (Sekil 4.9)

(p >0.05).
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Sekil 4.9. Tiim gruplardan elde edilen torasik aort halkalarinda KCI konsantrasyon yanit
egrileri. ET-1, endotelin-1; PEG-SOD, polietilen glikol-superoksid dizmutaz; PJ34, PARP-1 inhibitérii.

Kontrol ve ET-1 inkiibasyonu yapilan si¢anlarda torasik aortun fenilefrine yaniti

Sekil 4.10 ve 4.11°de goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu si¢an torasik aortunun fenilefrin (Fe) trasesi.
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Sekil 4.11. ET-1 grubu si¢an torasik aortunun fenilefrin (Fe) trasesi.
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Torasik halkalarin ET-1 inkiibasyonu sonrasi fenilefrin konsantrasyon-yanit
egrisinin sola dogru kaymis oldugu ve maksimum kontraktil yanitmin artmis oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.12), (Tablo 4.3) (P<0.05).

1009 —e- Kontrol
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f . 801 _o eriirec-soDsAPOCYNN
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zg ¥
£ 20-
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10 9 8 7 6 5 4
-log [Fenilefrin] (M)

Sekil 4.12. Tiim gruplardan elde edilen torasik aort halkalarinda fenilefrin (Fe)
konsantrasyon yanit egrileri. * p<0.05 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli, ** p< 0.05 ET-1’¢
gore istatistiksel olarak anlamli. ET-1, endotelin-1; PEG-SOD, polietilen glikol-superoksid dizmutaz;
PJ34, PARP-1 inhibitorii.

Tablo 4.3. Fe ile olusan kasilma yanitlarinin pD, ve E.x degerleri.

Kontrol 6.99 £ 0.07 7163 +4.27

ET1 7.9+0.08 80.70£1.60*
ET1+ PEG-SOD+Apocynin 6.79 £ 0.04** 5411 +281*
ET1+PJ34 6.66 £ 0.07** 55.60 + 3.05 **
PJ34 6.73 +0.06* 57.90+228*

Tim degerler ortalama + standart hata olarak verilmistir. n = 10, * p< 0.05 kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli, ** p< 0.05 ET-1"¢ gore istatistiksel olarak anlamli. ET-1, endotelin-1; PEG-SOD,
polietilen glikol-superoksid dizmutaz; PJ34, PARP-1 inhibitorii.

4.2. Sican Torasik Arterlerinde ET-1’in Vaskiiler Reaktivitede Neden
Oldugu Degisikliklere PEG-SOD +Apocynin veya PJ34 inkiibasyonunun Etkileri

ACh ile indiiklenen gevseme yanit1 iizerine ET-1’in inhibitor etkisi hem PEG-
SOD + Apocynin varliginda anlamlh bir sekilde azalmistir (Sekil 4.3 ve Tablo 4.1)
(Kontrol grubu i¢in Epax 96.29 + 1.93, ET-1 grubu i¢in 44.50 + 6.22 ve ET-1+PEG-
SOD+Apocynin grubu i¢cin En.x 94.67 £ 3.77, P<0.05). Benzer sekilde, PJ34

inkiibasyonundan 18 saat sonra da torasik halkalarmin endotel fonksiyonu ve ACh ile
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olusan maksimum gevseme yanit1 anlamli bir sekilde korunmustur (Kontrol grubu i¢in
Emax 96.29+1.93, ET-1 grubu i¢in 44.50+6.22 ve ET1+ PJ34 grubu i¢in Enax 95.10£3.09,
P<0.05) (Tablo 4.1).

Ayrica, ET-1 varliginda fenilefrin ile indiiklenen kasilma yanitlarinda gézlenen
potansiyalizasyon, PEG-SOD + Apocynin ya da PJ34 varliginda kismen inhibe
edilmistir (Sekil 4.12) (Tablo 4.3) (P<0 .05).

ET-1 inkiibe edilen torasik arterlerde PJ34 inkiibasyonu ile vaskiiler reaktivite
iizerine olusan olumlu etki, PEG-SOD + Apocynin ile olusan yanitlara benzer
bulunmustur. Diger yandan SNP ve KCI ile olusan yanitlar agisindan tiim gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.9).

4.3. Kontrol, ET-1, ETI1+PEG-SOD+Apocynin, ET-1+PJ34 ve PJ34
gruplarindan elde edilen torasik aort halkalarinda PARP-1 ve PAR

ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

Kontrol si¢anlarinin torasik aortunda PAR ve PARP-1’in endotel tabakasinda ¢ok
diisiik diizeylerde eksprese edildigi goriilmektedir (Sekil 4.13.a ve Sekil 4.14.a). ET-1
inkiibasyonu endotel tabakasinda hem PARP-1 hem de PAR ekspresyonunda belirgin bir
artisa neden olmaktadir (Sekil 4.13.b ve Sekil 4.14.b). Immunohistokimyasal olarak ET-
1 ile PARP-1 ve PAR ekspresyonunda gozlenen bu artis, PEG-SOD+Apocynin yanisira
PARP yolagmin giicli bir inhibitérii olan PJ34 ile sican torasik aort halkalarmin
inkiibasyonu sonucu baskilamistir (Sekil 4.13.c, Sekil 4.13.d, Sekil 4.14.c, Sekil 4.14.d).
PJ34’tin kontrol dokularma tek basmna inkiibe edilmesi PAR ve PARP-1
ekspresyonlarinda degisiklige neden olmamistir (Sekil 4.13.e ve Sekil 4.14.e). ET-1’in
PARP-1 ekspresyonu tizerine etkisi Western blot analizi sonuglariyla da desteklenmistir
(Sekil 4.15). iImmiinohistokimya ile elde edilen bu sonuglara ek olarak, Western blot
analizleri de torasik aort dokusunun hem PEG-SOD ve apocynin ile hem de PJ34 ile
inkiibe edilmesinin, ET-1 ile PARP-1 ve PAR ekspresyonlarinda gozlenen artis1 belirgin
olarak azalttigini gostermistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13. Kontrol (a), ET-1 (b), ET-1+PEG-SOD+Apocynin (c), ET-1+PJ34 (d), PJ34
(e) ve negatif kontrol (f) gruplarindan elde edilen torasik aort halkalarinda PAR
ekspresyonunun immiinohistokimya ile degerlendirilmesi.
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Sekil 4.14. Kontrol (a), ET-1 (b), ET-1+PEG-SOD+Apocynin (c), ET-1+PJ34 (d), PJ34
(e) ve negatif kontrol (f) gruplarindan elde edilen torasik aort halkalarinda PARP-1
ekspresyonunun immiinohistokimya ile degerlendirilmesi.
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Kontrol ET-1 ET-1+PEG-SOD+Apocynin ET-1+PJ34

[ Cleaved PARP (29kDa) |

| —
- . - - [Full Length PARP (112 kDa) |

| Beta aktin (45 kDa) |

Sekil 4.15. Kontrol, ET-1, ET-1+PEG-SOD+Apocynin ve ET-1+PJ34 gruplarindan elde
edilen torasik aort halkalarinda PAR ve PARP-1 ekspresyonunun Western blot ile
degerlendirilmesi.
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5. TARTISMA

Endotel; hiicre biliyiimesi, inflamasyon ve tromboz/hemostazin diizenlenmesine
katilir ve c¢ok sayida biyolojik aktif maddeleri iireterek damar fonksiyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (51). Damar endoteli damar fonksiyonunun
diizenleyicisi olup; damar tonusu, hemostaz, inflamatuvar hiicrelerin toplanmasi ve
aktivitesi, trombozu, damar gecirgenligini ve sivi dengesini modiile edebilen
mediatorleri salgilayarak kardiyovaskiiler homeostaza anlamli bir sekilde katkida
bulunur (14,28,149). Endotel disfonksiyonu, bozulmus damar reaktivitesi olarak
tanimlanir. Endotel disfonksiyonu; arteriyel hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon,
koroner kalp hastaligi, dislipidemi, periferik damar hastaligi ve tip I ve tip II diabet gibi
pek c¢ok kardiyovaskiiler ve metabolik bozuklukda tanimlanmistir (14,28,32,50,51)
Koroner arter hastalifindan periferik arter hastaligina ve inmeden hipertansiyona ve
varikoz venlere kadar bircok kardiyovaskiiler hastalikta endotel disfonksiyonun
gelisiminde ET-1"in anahtar bir rol oynadig1 gosterilmistir. Her ne kadar bu hastaliklarin
gelisiminde endotel disfonksiyonunun ve ET-1’in rolii belirlense de, ET-1 aracili gelisen
endotel disfonksiyonuna aracilik eden olasi mekanizmalar tam olarak
aydmlatilamamistir. Bu ¢alisma, sicanlarda ET-1 uygulanmasi ile olusan endotel
disfonksiyonu {iizerine PARP inhibisyonunun etkisini aragtirmak amaciyla yapilmistir.
Bugiine kadar, ET-1 ile olusan endotel disfonksiyonuna aracilik eden bir¢ok faktor one
siriilmiistiir ancak, ET-1’in endotel bagimli dilator ajanlara verilen yanit1 baskilayici
etkisinin PARP yolaginin asir1 aktivasyonu ile iligkili olup olmadigi bilinmemektedir.
Bu calisma ile sican torasik aortunda ET-1 ile olusan endotel disfonksiyonunun bir
mekanizmasi olarak PARP yolaginin rolii olabilecegi ilk kez gosterilmistir.

In vitro organ banyosu deneylerinde, sigan torasik aortunda endotel bagimli bir
gevsetici ajan olan ACh konsantrasyon bagimli bir gevseme yaniti olusturmustur.
Torasik aort halkalarmin 18 saat boyunca ET-1 ile inkiibe edilmesi endotel-bagimli
vazodilator bir ajan olan ACh’e vaskiiler yanitin 6nemli 6l¢iide baskilanmasina neden
olmustur. Diger yandan, endotelden-bagimsiz bir gevsetici ajan olan SNP ile olusan
gevseme yanitinin aort halkalarmin ET-1 ile inkiibasyonu sonucu anlamli olarak
degismedigi gozlenmistir. Bu sonug, ET-1 ile damar gevseme yanitinda gozlenen

bozulmanin endotel fonksiyonlarmin bozulmasi sonucu ortaya c¢iktigma isaret
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etmektedir. Bu c¢alismada ET-1’in gevseme yanitlar1 iizerine olan etkisi yani sira,
kasilma yanitlar1 iizerine etkisi de degerlendirilmistir. ET-1 inkiibasyonu KCl ile olusan
kasilma yanitin1 etkilemezken, fenilefrin ile olusan kasilma yanitini istatistiksel olarak
anlaml sekilde arttirdig1 saptanmistir.

Yapilan c¢alismalar ET-1'in NADPH oksidaz aktivasyonu ile reaktif oksijen
tiirlerini arttirdigini bildirmektedir (13,14). ET-1; ROS ve NO aracili peroksinitrid
olusumuna neden olarak NO biyoaktivitesini azaltmaktadir (14). Ayrica, si¢gan aortunda
ET-1 aracili siiperoksid tiretiminin NADPH oksidaz aktivasyonu ve kenetlenmemis NOS
aracilt oldugu bildirilmistir (14,75). Bu nedenle, bu ¢alismada da ET-1 inkiibasyonu
sonucu damar fonksiyonlarinda gozlenen bozulma NADPH oksidaz aracili serbest
oksijen radikallerinde artisla iligkili gorilmektedir. Gergekten de, ET-1 uygulamasi
sonras1 aort halkalarinda gozlenen endotel disfonksiyonu, in vitro olarak 18 saat siireyle
bir serbest radikal siipiiriicii ajan olan PEG-SOD ve NADPH oksidaz inhibitorii
apocynin inkiibasyonu sonucu anlamli olarak onlenmistir. ET-1 inkiibasyonu sonucu
aort halkalarmin fenilefrin yanitlarinda gozlenen artis da PEG-SOD ve apocynin
inkiibasyonu sonrasi kontrollere benzer diizeylere gelmistir. Bu sonuglar, ET-1 ile olusan
endotel disfonksiyonun gelisiminde NADPH oksidaz aracili oksidatif stresin roliinii
desteklemektedir.

ET-1 ile olusan oksidatif stres sonrast endotel disfonksiyonuna c¢esitli
mekanizmalar aracilik ediyor olabilir. Bunlardan biri; viicutta artan oksidatif strese baglh
aktive oldugu bilinen PARP yolagidir. Bu yolaga gore, ET-1 uygulanmasi ile siiperoksid
anyonlari, hidrojen peroksid ve peroksinitrid gibi cesitli oksidan tiirlerinin {iretimi
tetiklenir (101,125,126,135). Oksidatif stres ile birlikte siiperoksid anyonlari, hidrojen
peroksid ve peroksinitrid olusumunda goézlenen belirgin artis DNA tekli zincir
kiriklarinin endojen indiikleyicileridir ve bu da PARP aktivasyonuna neden olmaktadir.
DNA kirilmasmin sinyallerine bagli bir DNA hasar sensorii olarak islev géren ve baz
eksizyon onarmmimna katilan PARP-1 okaryotlarda yiiksek derecede korunmus bir
enzimdir (134,135). PARP DNA’nm onarim siirecinde rol oynar ancak, substrat olarak
NAD i kullanir ve daha sonra, hiicre NAD" depolarmi yenilemek icin ATP’yi kullanur.
Bu durum, hiicre i¢ci NAD' ve ATP havuzlarmmn hizla tiikenmesi ile hiicresel
disfonksiyona, apoptoza ve nekroza yol agar. Bu nedenle, ET-1 uygulanmasi sirasinda
damar endotelinde PARP yolagmin asir1 aktivasyonu NAD" ve ATP havuzlarmmn

tilkkenmesi sonucu hiicresel enerji metabolizmasinin bozulmasma yol agabilir. Bu yolagin
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aktive edilmesi ile endotel hiicrelerinde PARP aktivasyonu hiicresel diizeyde endotel
fonksiyonunun bozulmasma neden olur ve ACh gibi endotel bagimli gevsetici bir
agonist ile endotel hiicrelerinde NO {iiretme yeteneginin azalmasina yol acar (17,101).
Bu agiklamalar dogrultusunda, ET-1 uygulanmasi sirasinda endotel bagimli vazodilator
ajanlara yanitta azalma ile gosterilen damar hiporeaktivitesinin, giiclii bir PARP
inhibitorii ajan olan PJ34 inkiibasyonu inhibisyonu ile Onlenebilmesi olasidir. PJ34
inkiibasyonu sonucu ET-1 aracili PARP’in asir1 aktivasyonunun onlenmesi hiicresel
enerji durumunun diizeltilmesi ile endotel fonksiyonlarimi koruyabilir. Gergekten de, bu
calismanin bulgular1 PJ34 uygulamasmin ET-1’in si¢an torasik aort halkalarmda ACh
aracilt gevseme yanitin1 lizerine azaltici etkisini, en azmdan kismen, Onledigini
gostermistir. ET-1 uygulamasi sonras1 aort halkalarinda gozlenen endotel disfonksiyonu,
in vitro olarak 18 saat siireyle giiclii ve suda ¢oziinen bir PARP inhibitorii olan PJ34
inkiibasyonu sonucu anlamli olarak Onlenmistir. Benzer sekilde, PJ34 ile damar
halkalarmin 18 saat siire ile inkiibasyonu fenilefrin ile olusan kasilma yanitlarinda ET-
I’in neden oldugu artis1 da biiyiik Olgiide Onlemistir. Tiim bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, ET-1 ile olusan endotel disfonksiyonunda oksidatif stres sonrasi
PARP yolag1 aktivasyonunun rolii olabilecegi ileri siiriilebilir. Fonksiyonel olarak
yapilan ¢aligmalarimizin bu sonuglarmi desteklemek {izere tiim gruplardan elde edilen
torasik aort halkalarinda immunohistokimyasal arastirmalar ve Western blot analizleri
yapilmis ve bu dokularda PARP-1 ve PAR (PARP enziminin aktivasyon iiriinii)
lokalizasyonlar1 ve ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Yapilan immiinohistokimyasal
calismalar sonucu, ET-1 uygulanan sicanlardan elde edilen torasik aort halkalarmin
endotelinde PAR ve PARP-1 immiinoreaktivitesinin artmis oldugu goriilmistiir. ET-1
inkiibasyonu yapilan aort halkalarmin PARP-1 ve PAR enzim ekspresyon patterni birbiri
ile benzer bulunmustur. Immunohistokimyasal calismalara ek olarak, Western blot
analizlerinin sonuglar1 da ET-1 uygulanan damarlarda hem PARP-1, hem cleaved-
PARP, hem de PAR ekspresyonun arttigin1 gostermektedir. PARP-1 asir1 aktive
oldugunda hiicrede enerji tiiketici siirecleri aktive ettiginden, hiicre kendini korumak i¢in
nekroz yolagindan apoptotik silirece gecmeyi ve bdylece de ATP’yi korumayi
hedeflemektedir. Bunun i¢in, apoptotik siirecte aktive olan kaspazlar araciligi ile PARP-
I’1 pargalamakta ve boylece full-length PARP’1 cleaved-PARP denilen 29 kDA’luk ve
89 kDA’luk iki PARP kismma ayirmaktadir. ET-1 uygulanan damarlarda Western blot
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analizi sonucu cleaved-PARP ekspresyonunda gézlenen artis, bu damarlarda apoptotik
siirecin aktif sekilde devam ettigini desteklemektedir.

Giclii bir PARP inhibit6rii olan PJ34’{in uygulanmasi, endotel hiicrelerinde bu
proteinlerde ET-1 ile indiiklenen artmis ekspresyonu dnlenmede etkili olmustur. Aort
halkalarmin ET-1 ile 18 saat siireyle inkiibe edilmesi sonucu PAR diizeylerinde
gozlenen upregiilasyon, ET-1 ile birlikte PJ34 inkiibasyonu yapildiginda anlamli olarak
azalmistir. Sadece ET-1 uygulanan aort halkalar1 ile karsilastirildiginda, ET-1 ile birlikte
PJ34 inkiibasyonunun PAR ekspresyonunu normalize ettigi saptanmistir. Kontrol
damarlar1 1ile karsilastirildiginda, sadece PJ34 uygulanmasmim PAR ekspresyon
diizeylerine onemli bir etkisi olmamistir. Benzer sekilde, aort halkalarinin ET-1 ile 18
saat siireyle inkiibe edilmesi sonucu PARP-1 protein diizeylerinde gozlenen
upregiilasyon, ET-1 ile birlikte PJ34 inkiibasyonu sonucu anlamli olarak azalmaktadir.
Tek basma PJ34 uygulanmasit PARP-1 ekspresyon diizeylerine anlamli bir etki
olusturmamistir. PJ34 inkiibasyonu ile PAR ve PARP-1 ekspresyonunda gbézlenen bu
inhibitor etki endotel disfonksiyonunun diizelmesi ile de paralellik géstermistir. Birlikte
ele alindiginda, bu calismada elde edilen sonuglar, ET-1’in PARP yolagmin asir1
aktivasyonu araciligi ile endotel fonksiyon bozukluguna neden olabilecegini ve PARP
inhibitorlerinin  uygulanmasinin  endotel bagimli vazodilator ajanlara vaskiiler
reaktiviteyi diizelebilecegini gostermekte ve ET-1 ile olusan endotel disfonksiyonunu
onledigine isaret etmektedir. Ancak, bu koruyucu etkiden sorumlu olan tim

mekanizmalar1 agiklamak i¢in daha kapsamli ¢alismalara da gereksinim vardir.
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6. SONUCLAR

Sonug olarak, bu calisma ET-1 uygulanmasi sonrasi endotelde PARP’1n aktive
oldugunu ve ET-1 ile olusan endotel disfonksiyonunda PARP yolaginin roli
olabilecegini direkt olarak gosteren ilk ¢alismadir. Calismamizda sunulan bu sonugclar,
bir PARP inhibitoriiniin uygulanmasi ile ET-1’in neden oldugu endotel disfonksiyonun
kismen Onlenebildigini gostermektedir. Bu sonuglar temelinde, ET-1 ile olusan endotel
disfonksiyonunun 6nlenmesinde PARP yolaginin inhibisyonunun yeni ve iimit veren bir

tedavi yaklagimi olabilecegi ileri siiriilebilir.
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7. OZET

SICAN TORASIK AORTUNDA ENDOTELIN-1 (ET-1) iLE INDUKLENEN
ENDOTEL DiISFONKSIYONUNDA POLi(ADP-RiBOZ) POLIMERAZ (PARP)
YOLAGININ ROLUNUN FONKSiYONEL VE YAPISAL OLARAK iNCELENMESI

Bu c¢alismada, sican torasik aortunda endotelin-1 (ET-1) ile indiiklenen endotel
disfonksiyonunda Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) yolagmin roliiniin fonksiyonel
ve yapisal olarak arastirilmasi amaclanmistir. Vaskiiler reaktiviteyi degerlendirmek
amaciyla izometrik gerilim calismalar1 yapilmis ve fenilefrin ve potasyum kloriir ile
kasilma yanitlar1 yani sira asetilkolin ve sodyum nitroprussid ile gevseme yanitlar
kaydedilmistir. Torasik arter halkalarmm ET-1 (10 M, 18 saat) ile inkiibasyonu sonrasi
endotel bagimli bir vazodilatdr olan asetilkolin yanitinda anlamli bir inhibisyon
saptanirken, endotel bagimsiz bir vazodilatér ajan olan sodyum nitroprussid ile
indiiklenen gevseme yaniti anlamli olarak de§ismemistir. Ayrica, ET-1 inkiibasyonu
sonrasi torasik arter halkalarinda fenilefrin ile indiiklenen kasilma yanitlari artmistir.
Endotelin-1’in olusturdugu bu etkilerin mekanizmasini arastirmak i¢in, halkalar ET-1 ile
tek basma ya da antioksidan enzim polietilen glikol-superoksid dismutaz (PEG-SOD,
hiicre i¢1 gegirgen siiperoksid anyon siipiiriicii, 41 U/ml) ve NADPH oksidaz inhibitori
Apocynin (300 uM) ile birlikte veya poli (ADP-riboz) polimeraz inhibitérii PJ34 (3x107°
M) ile 18 saat boyunca inkiibe edilmis ve kasici ve gevsetici ajanlara verilen yanitlar
tekrarlanmistir. Bu ¢alisma, hem PEG-SOD + Apocynin hem de PJ34 inkiibasyonunun
ET-1 ile indiiklenen endotel disfonksiyonunun gelisimini anlaml bir sekilde 6nledigini
acikca gostermektedir. Ayrica, ET-1’in fenilefrin ile indiiklenen kasilma yanitlarini
arttiric1 etkisi PEG-SOD + Apocynin ya da PJ34 inkiibasyonu sonrasi inhibe olmustur.
Calismamizin sonuglari, ET-1’in torasik arter vaskiiler reaktivitesinde anlamli bir
degisiklige neden oldugunu ve bu degisikliklerin tiimiiniin torasik arter endotelinde
oksidatif stres aracili DNA hasar1 ve poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) yolaginin

aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikabilecegini telkin etmektedir.

Anahtar kelimeler: Endotel disfonksiyonu, endotelin-1 (ET-1), Poli (ADP-Riboz)
Polimeraz (PARP).
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8. ABSTRACT

FUNCTIONAL AND STRUCTURAL INVESTIGATION OF THE ROLE
OF POLY (ADP-RIBOSE) POLYMERASE (PARP) PATHWAY ON ENDOTHELIN-1
(ET-1)-INDUCED ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN RAT THORACIC AORTA

The aim of this study was to investigate whether activation of the nuclear enzyme
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) contributes to the development of endothelin-1
(ET-1)-induced endothelial dysfunction. In order to evaluate vascular reactivity,
isometric tension studies were performed in response to vasodilator agents, acetylcholine
(ACh) and sodium nitroprusside (SNP), and constrictor agents, potassium chloride (KCl)
and phenylephrine (Phe). The results of this study demonstrated that incubation of
thoracic artery rings with ET-1 (10° M, 18 h) resulted in significant inhibition of
response to ACh (an endothelium-dependent vasodilator) while SNP (an endothelium-
independent vasodilator)-induced relaxation was not changed significantly. Moreover,
the contractile response to Phe significantly increased in arteries that were incubated
with ET-1, compared with controls. To investigate mechanisms of ET-1 action,
additional sets of experiments involving rings incubation with ET-1 alone or with
addition of polyethylene glycol-superoxide dismutase (PEG-SOD, a cell permeabl
superoxide radical scavenger, 41 U/ml) plus apocynin (a NADPH oxidase inhibitor, 300
uM), and PJ34 (an inhibitor of polyADP-ribose polymerase, 3x10° M) for 18 hours, and
both relaxant and constrictor responses were evaluated again. The findings of our study
clearly show that all these co-treatments significantly prevented the development of
endothelial dysfunction induced by ET-1. Furthermore, the effect of ET-1 on Phe-
induced contraction was significantly inhibited by the concomitant incubation with
either PEG-SOD plus apocynin, or PJ34. The results of this study suggest that ET-1
causes a significant alteration in vascular reactivity of thoracic artery, and this alteration
seems to be via oxidative stress in thoracic artery endothelium with subsequent DNA

damage and activation of PARP pathway.

Key words: Endothelial dysfunction, endothelin-1 (ET-1), poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP).
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